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1. Einleitung 
 
Die Inzidenz des malignen Melanoms nimmt in den letzten Jahren zu. Daher 
sind neben Vorsorge und Früherkennung maligner Melanome auch Metho-
den und Verfahren zur Risikostratifizierung von Patienten mit malignen Mela-
nomen nötig. Durch die erweiterte Kenntnis der molekularen Vorgänge erge-
ben sich neue Möglichkeiten zur Prognoseabschätzung und Therapieopti-
mierung. Hierfür stehen eine Reihe von potentiellen Biomarkern zur Auswahl. 
Im Rahmen der mehrdimensionalen Melanom-Biomarker Initiative Regens-
burg-Hamburg-Zürich sollte eine Vielzahl potentieller Biomarker mithilfe eines 
Tissue Microarrays an möglichst vielen Fällen analysiert und sowohl einzeln 
als auch in Kombination verschiedene Biomarker hinsichtlich des rezidivfrei-
en Überlebens, des Gesamtüberlebens und der Ansprechraten auf eine In-
terferontherapie ausgewertet werden. Ziel dieser Dissertation war die Erstel-
lung des Melanom Tissue Microarrays im Rahmen der genannten Initiative 
sowie die Korrelation klinischer Verlaufsdaten mit den Ergebnissen des Tis-
sue Microarrays „am Beispiel“ von Methyladenosinphosphorylase (MTAP) 
und Signal transducer and activator of transcription 1 (STAT1).  
 
2. Das maligne Melanom 
 
2.1. Epidemiologie 
 
Jedes Jahr erkranken etwa 11.500 Menschen in Deutschland am malignen 
Melanom (Breitbart et al., 2010). Damit zählt das maligne Melanom zu den 
häufigsten Tumorerkrankungen. Frauen erkranken dabei etwa 1,3 mal häufi-
ger als Männer. Die Inzidenz des malignen Melanoms nahm seit Beginn des 
letzten Jahrhunderts stark zu. Betrug in den 70er Jahren die Inzidenz noch 
etwa 3 pro 100.000/Jahr, so schätzt man sie derzeit auf 11-12 pro 100.000/ 
Jahr (Breitbart et al., 2010). Im europaweiten Vergleich der Melanommorbidi-
tät belegt Deutschland bei den Männern den dritten Rang, bei den Frauen 
den vierten. Dabei lässt sich ein gewisses Nord - Süd Gefälle feststellen. 
Während in Skandinavien Melanome deutlich häufiger auftreten als in 
Deutschland, ist die Morbidität in Griechenland viel geringer. Dieses Nord - 
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Süd Gefälle gilt mit Einschränkungen auch innerhalb Deutschlands. So führt 
beispielsweise Schleswig Holstein die Inzidenzrangliste der Bundesländer 
an. Als Erklärungen wird vor allem der hellere Hauttyp in nördlicheren Regio-
nen genannt. Das durchschnittlich Erkrankungsalter bei Frauen beträgt etwa 
59 Jahre, bei Männern 61 Jahre (Bertz et al.,2006). Mit zunehmendem Alter 
steigt das Erkrankungsrisiko an und erreicht in der 6. Lebensdekade ihren 
Höhepunkt. Neben der steigenden Inzidenz des malignen Melanoms besteht 
eine erhebliche Mortalität. Etwa 20 % aller Melanompatienten versterben im 
Verlauf der Erkrankung. Somit werden 1% der jährlichen Krebstodesfälle 
durch maligne Melanome verursacht. Trotz Sensibilisierung der Bevölkerung 
für die Erkrankung, verbesserter Diagnostik und Verringerung der Tumordi-
cke zum Diagnosezeitpunkt in den letzten 30 Jahren ist die Mortalität im sel-
ben Zeitraum annähern gleich geblieben (Bertz et al., 2006). 
 
2.2. Ätiologie und Pathogenese 
 
Epidemiologische Studien zeigten vielfach einen Zusammenhang zwischen 
Melanomentstehung und UV-Licht (Herz, 2005). Dabei scheint die kumulative 
Dosis eine geringere Rolle zu spielen als intermittierend hohe Dosen von UV-
Licht. Dies untermauert vor allem die Verteilung der Melanome. Am häufigs-
ten treten Melanome am Stamm oder den Extremitäten auf, die bis auf gele-
gentlich hohe Sonnenlichtexpositionen von Kleidung bedeckt sind. Anderer-
seits finden sich relativ selten Melanome im Gesicht und an den Händen in 
Arealen mit hoher kumulativer Belastung. Neuere Daten zeigen auch, dass 
es keinen wesentlichen Unterschied zwischen UV-A und UV-B Strahlen gibt 
(Volkenandt, 2005). Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen chronischer 
UV-Lichtexposition und Melanomentstehung konnte bisher nur für das Lenti-
go-maligna Melanom bewiesen werden. Das Lentigo-maligna Melanom stellt 
eine Sonderform dar, da es vor allem bei älteren Frauen im Gesicht auftritt 
(Herz, 2005). Neben dem UV-Licht spielen der Hauttyp und die Haarfarbe 
eine ebenfalls wichtige Rolle als Risikofaktor. So ist beispielsweise das Risi-
ko der Entstehung eines Melanoms für rothaarige Menschen 4,7-fach höher 
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als für dunkelhaarige. Da Menschen mit Hauttyp I oder II bei gleicher Strah-
lendosis schneller Sonnenbrände erleiden als dunkelhäutige, korreliert auch 
die Zahl blasiger, kindlicher Sonnenbrände mit dem Melanomentstehungs-
riskio. Einen weiteren Risikofaktor stellt die Anzahl melanozytärer Nävi dar. 
Obwohl nur etwa 30-40% der malignen Melanome auf vorbestehenden me-
lanozytären Nävi entstehen, ist eine Anzahl von mehr als 50 Nävi mit einem 
4,8-fach erhöhtem Risiko im Vergleich zu Menschen mit weniger als 10 Nävi 
verbunden (Volkenandt, 2005). Endokrine Faktoren wie eine Schwanger-
schaft können die Entstehung von Melanomen begünstigen. Außerdem ent-
wickeln sich bei immundefizienten Patienten, beispielsweise an Aids erkrank-
ten Personen oder unter immunsupressiver Therapie, häufiger Melanome als 
bei Immunkompetenten (Herz, 2005).  
 
2.3. Klinik 
 
Beim malignen Melanom handelt es sich nicht um ein einheitliches Krank-
heitsbild, vielmehr lassen sich klinisch und heute auch molekular verschiede-
ne Formen unterscheiden. Klinisch unterteilt man das Melanom in das super-
fiziell spreitende maligne Melanom (SSM), das primär noduläre maligne Me-
lanom (NMM), das Lentigo-maligna Melanom (LMM), sowie das akrolentigi-
nöse Melanom (ALM). Daneben werden noch Sonderformen wie das amela-
notische maligne Melanom beschrieben (Herz, 2005). 
Das superfiziell spreitende Melanom zählt zum führenden Melanomtyp. Im 
Jahr 2004 waren von allen Melanomdiagnosen 54,6% superfiziell spreitende 
maligne Melanome (Sebastian, Herrmann, 2006). Der Tumor wächst radiär 
und horizontal. Zunächst beschränkt sich der Tumor noch auf die Epidermis, 
durch Invasion und Übergang ins vertikale Wachstum können sich auch kno-
tige Anteile bilden (Sebastian, Stein, 2000). Als Zeichen der Immunantwort 
finden sich regressive und weißliche Bereiche, die histologisch Rundzellin-
filtrate und eine Vielzahl von Melanophagen zeigen (Herz, 2005).  
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Abbildung 2.1.: Superfiziell spreitendes malignes Melanom 
 
Das primär noduläre maligne Melanom ist mit 18,3% die zweithäufigste Me-
lanomentität (Sebastian, Herrmann, 2006). Charakteristisch für das noduläre 
Melanom sind vor allem das frühe und rasche vertikale Wachstum (Porras, 
Cockerell, 1997). Wegen des relativ raschen vertikalen Wachstums kommt 
es oft früh zur prognostisch ungünstigen Ulzeration des Tumors (Sebastian, 
Herrmann, 2006). Der Tumor ist zur gesunden Haut hin scharf begrenzt und 
infiltriert relativ rasch in die Dermis (Herz, 2005). 
 
 
Abbildung 2.2.: noduläres malignes Melanom 
 
In etwa 9% der Diagnosen eines malignen Melanoms handelt es sich um ein 
Lentigo-maligna Melanom. Das Lentigo-maligna Melanom nimmt eine Son-
derstellung ein, da es sich aus einer Präkanzerose, der Lentigo-maligna, 
entwickelt und wahrscheinlich die kumulative Sonnenexposition für die Ent-
stehung verantwortlich ist. Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen ma-
lignen Melanomen, die vor allem am Rücken und an den Unterschenkeln 
lokalisiert sind, treten Lentigo-maligna Melanome fast ausschließlich im Ge-
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sichtsbereich auf. Außerdem ist das mittlere Alter bei Diagnosestellung bei 
Lentigo-maligna Melanomen mit 72 Jahren deutlich höher als bei den übri-
gen Melanomentitäten. Kennzeichnend für das Lentigo-maligna Melanom ist 
die langsame, meist mehrere Jahre dauernde Entwicklung (Sebastian, Herr-
mann, 2006).  
 
Zu den akrolentiginösen Melanomen werden alle Melanome gezählt, die sich 
im Bereich der Phalangen, der Handflächen, der Fußsohlen, der Schleimhäu-
te oder am Übergangsbereich von Haut zu Schleimhaut befinden (Herz, 
2005). Der Tumor wächst zunächst radiär und hyperkeratotisch, später zu-
nehmend weich. Dadurch kommt es bei mechanischer Beanspruchung leicht 
zu Erosionen und Ulzerationen. Die Melanome des Nagelbettes und der Na-
gelmatrix wachsen rasch knotig (Sebastian, Herrmann, 2006). Histologisch 
ähnelt das akrolentiginöse Melanom dem Lentigo-maligna Melanom, jedoch 
ist es viel aggressiver und metastasiert schneller als das Lentigo-maligna 
Melanom (Herz, 2005). 
 
 
Abbildung 2.3.: Akrolentiginöses malignes Melanom 
 
Neben den vier oben genannten Typen werden noch einige Sonderformen 
beschrieben. Zu diesen zählt das amelanotische Melanom, eine Unterform 
des nodulären Melanoms, dem die Eigenschaft zur Melaninsynthese fehlt 
(Herz, 2005). Das desmoplastische Melanom entwickelt sich wie das Lenti-
go-maligna Melanom auf lichtvorgeschädigter Haut und ist ebenfalls häufig 
mit der Präkanzerose Lentigo-maligna vergesellschaftet (Hessel, Byers, 
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2000). Andere seltene Formen sind das okuläre Melanom, Melanome auf 
kongenitalen melanozytären Riesennävi und maligne blaue Nävi (Sebastian, 
Herrmann, 2006). 
 
2.4. Diagnostisches Vorgehen und Differentialdiagnosen 
 
Jeder neu aufgetretene, wachsende oder sich farblich verändernde Pigment-
tumor ist melanomverdächtig und sollte abgeklärt werden. Der erste Schritt in 
der Diagnosefindung besteht in der klinischen Beurteilung. Diese erfolgt zu-
meist mit der ABCD Regel, wobei A für Asymmetrie, B für unregelmäßige 
Begrenzung, C für Colorit und D für Durchmesser größer als 5mm steht 
(Herz, 2005). Jedoch erweist sich die Beurteilung vieler Pigmentveränderun-
gen allein mit klinischen Aspekten als schwierig und nicht genügend sensitiv. 
Hierbei kann der Einsatz des Dermatoskops den Prozess der Diagnosefin-
dung erleichtern. Mit dem Dermatoskop ist eine Sensitivität von 89% und ei-
ne Spezifität von 79% zu erreichen (Kittler et al., 2002).  
Sollte trotz Einsatz des Dermatoskopes die Diagnose nicht sicher sein, muss 
eine möglichst kleine, aber vollständige Exzision durchgeführt werden. Durch 
die histologische Aufarbeitung kann meist eine eindeutige Diagnose gestellt 
werden (Herz, 2005). Ist die Wahrscheinlichkeit für die Diagnose eines ma-
lignen Melanoms groß, kann präoperativ mit Hilfe der Hochfrequenzsonogra-
phie mit 20MHz die Tumordicke abgeschätzt werden. Diese Untersuchung 
leistet einen wichtigen Beitrag zur Operationsplanung, da der Sicherheitsab-
stand je nach Tumordicke variiert. Außerdem muss das gesamte Integument 
nicht nur nach Satelliten- oder In-Transit Metastasen abgesucht werden, 
sondern auch nach weiteren Melanommanifestationen. Eine palpatorische 
und sonographische Kontrolle der Lymphknotenstationen ist ebenfalls obli-
gat. Zum präoperativen Nachweis von Lymphknoten– und/oder Fernmetas-
tasen wird die Computertomographie (CT) des Thorax und des Abdomens 
eingesetzt (Volkenandt, 2005). Wegen der höheren Sensitivität bei der Er-
kennung von Lymphknoten- und auch Fernmetastasen kann die Positronen-
Emissions-Tomographie (PET) zur Anwendung kommen (Weiss, Hahn, 
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2000). Ist von einem sehr hohen Metastasierungspotential auszugehen, soll-
te eine Kernspintomographie (MRT) des Gehirns erfolgen. Neben apparati-
ven und klinischen Untersuchungen erscheint eine ausgewählte Labordia-
gnostik, beispielsweise LDH, Blutbild und Differentialblutbild, sinnvoll (Volke-
nandt, 2005). Als Tumormarker steht derzeit S-100-B zur Verfügung. S-100-
B kann nicht zur Diagnose des malignen Melanoms herangezogen werde, ist 
jedoch als Verlaufsparameter gut geeignet (Hein, Bosserhof, Degitz, 2000). 
Obwohl das maligne Melanom von erfahrenen Dermatologen in etwa 80% 
der Fälle richtig diagnostiziert wird, kann es durch Versagen der Auflichtmik-
roskopie und der ABCD Regel vor allem bei akrolentiginösen Melanomen 
und nodulären Melanomen zu falsch negativen Befunden kommen (Grant-
Kels et al., 1999). Typische Lokalisationen bei denen es zur verzögerten Di-
agnosestellung kommt, beschreibt die TANS Regel. Dabei steht T für trunk, 
A für arm, N für neck und S für scalp (Burg, 1998). 
 
2.5. Therapie 
 
Nach wie vor stellt die Exzision die Therapie der Wahl beim malignen Mela-
nom dar. Während von 1907 bis zum Beginn der 80er Jahre des letzten 
Jahrhunderts die Sicherheitsabstände um den Primärtumor über 5 cm betru-
gen, ist mittlerweile bekannt, dass ein Sicherheitsabstand über 2 cm nicht 
sinnvoll ist und zu keiner Verbesserung der Prognose führt (Hauschild, 2001; 
Hauschild, Egbert, Kaufmann, 2006). Heute wird nach den Richtlinien der 
Deutschen Dermatologischen Gesellschaft je nach geschätzter oder vorbe-
kannter Tumordicke exzidiert. Besteht lediglich ein geringem Malignitätsver-
dacht, sollte der Tumor mit einem Sicherheitsabstand von unter 0,5 cm ent-
fernt werden und gegebenenfalls nach histologischer Diagnosesicherung mit 
ausreichendem Sicherheitsabstand nachexzidiert werden. Ebenso muss bei 
malignen Melanomen, die unter Verkennung der Diagnose mit zu geringem 
Abstand entfernt wurden, eine Nachexzision mit dem nötigen Sicherheitsab-
stand erfolgen. Beträgt die geschätzte Tumordicke nach Breslow unter 2 mm, 
sollte der Sicherheitsabstand 1 cm betragen. Lokalisationsadaptierte Sicher-
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heitsabstände unter 1 cm sind in Ausnahmefällen möglich. Außerdem muss 
bei der Entnahme darauf geachtet werden, dass nicht nur Kutis und Subku-
tis, sondern auch das komplette subkutane Fettgewebe bis zur Muskelfaszie 
entfernt wird. Alle Tumore, deren Breslowdicke über 2 mm geschätzt wird, 
sollten mit einem Sicherheitsabstand von 2 cm exzidiert werden (Herz, 
2005). Die operative Versorgung kann gewöhnlich in Lokalanästhesie erfol-
gen. Zur Deckung des Hautdefektes werden Verfahren wie der primäre 
Wundverschluss, die Dehnungs- , Lappen-, oder Verschiebeplastik und die 
Hauttransplantation angewannt (Konz, 2000). Bei einer Tumordicke nach 
Breslow über 1 mm oder über 0,75 mm und einem zusätzlichen Risikofaktor 
wird eine Sentinel-Lymphknotenexstirpation empfohlen. Der Sentinel-
Lymphknoten wird präoperativ nuklearmedizinisch identifiziert und markiert. 
Dadurch kann er intraoperativ mittels einer Messsonde aufgefunden und ex-
zidiert werden. Finden sich im Sentinel-Lymphknoten Mikrometastasen, so 
kann zweizeitig eine Lymphknotendissektion des gesamten regional drainie-
renden Gebietes erfolgen. Allen Patienten ohne Tumorbefall des Sentinel-
Lymphknotens kann diese Prozedur erspart werden (Bachter, Konz, 2000). 
In seltenen Einzelfällen ist eine operative Entfernung des Melanoms nicht 
möglich oder nicht sinnvoll. Eine alleinige Bestrahlung kann dort versucht 
werden (Seegenschmiedt et al., 1999). Nach der Entfernung des Primärtu-
mors zeigen 90% der Patienten keinen Hinweis auf eine Metastasierung. In 
etwa 1/4 der Fälle, die klinisch als metastasenfrei erscheinen, muss nach der 
histologischen Aufarbeitung des Sentinel-Lymphknotens das Tumorstadium 
nach oben korrigiert werden. Prinzipiell kann bei jedem Patienten im tumor-
freien Zustand an eine adjuvante Therapie gedacht werden. In der adjuvan-
ten Therapie des malignen Melanoms wurden bereits eine Reihe von syste-
mischen Therapien wie beispielsweise verschiedene Chemotherapieschema-
ta mit einer oder der Kombination aus mehreren Substanzen, Interleukin-2, 
Mistellektin Iscador M, BCG, Corynebakterium parvum oder Interferon γ ver-
sucht. Diese Substanzen zeigten jedoch keine Vorteile im rezidivfreien Über-
leben oder im Gesamtüberleben (Hill et al., 1981, Karg et al., 1990, Hau-
schild et al., 2003, Kleeberg et al., 2004, Veronesi et al., 1982). GM-CSF 
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zeigte in ersten Studien einen Vorteil im medianen Überleben, jedoch sind 
die Ergebnisse noch zurückhaltend zu bewerten, da diese Ergebnisse erst in 
prospektiven randomisierten Studien verifiziert werden müssen (Spitler et al., 
2000). Die zurzeit einzige zugelassen Substanz zur Behandlung des malig-
nen Melanoms in einer adjuvanten Situation stellt Interferon α dar. Diese 
Substanz zeigte in prospektiven randomisierten Studien einen Überlebens-
vorteil (Kirkwood, 1996). Zur Zeit wird Patienten mit einer Tumordicke über 
2,01 mm ohne Kontraindikationen und ohne Nachweis von Metastasen eine 
Therapie mit Interferon α drei mal wöchentlich 3 Millionen internationale Ein-
heiten (IE) über 18 Monate empfohlen. Bei einer Tumordicke zwischen 1,01 
und 2 mm mit Ulzeration kann eine Interferontherapie überlegt werden. Eine 
Verlängerung der Therapie auf 60 Monate zeigte keine Vorteile im rezi-
divfreien Überleben (Hauschild, Volkenandt, Garbe, 2006, Malignes Mela-
nom Leitlinie, 2013). Nicht nur zur adjuvanten Therapie ohne Metastasen-
nachweis kann Interferon α verwendet werden, sondern auch zur adjuvanten 
Therapie beim Nachweis von Lymphknotenmetastasen nach operativer Sa-
nierung. In diesem Zusammenhang werden in erster Linie Schemata mit 
hochdosiertem Interferon α angewandt (Hauschild, Volkenandt, Garbe, 
2006). Jedoch zeigte auch die niedrigdosierte Standardtherapie mit dreimal 
wöchentlich 3 Millionen IE über 2 Jahre einen signifikanten Überlebensvortei-
le (Garbe et al., 2002). Pegylierte Interferone wirkten sich vorteilhaft auf die 
Lebensqualität der Patienten aus, da sie wegen der längeren Halbwertszeit 
nur einmal wöchentlich appliziert werden müssten (Hauschild, Volkenandt, 
Garbe, 2006). In Studien wird derzeit eine Kombination aus BRAF- und MEK-
Inhibitoren zur adjuvanten Therapie bei Hochrisikopatienten untersucht. 
Die Therapie des metastasierten Melanoms ist schwierig und wenig erfolg-
versprechend, da maligne Melanome schlecht auf Chemotherapie anspre-
chen. Eine Chemotherapie ist in der metastasierten Situation meist rein palli-
ativ. Standard war bis vor wenigen Jahren die Monochemotherapie mit Da-
carbazin (DTIC), da die Kombinationstherapie keine Vorteile gegenüber der 
Monotherapie brachte und Dacarbazin nur geringe toxische Eigenschaften 
besitzt. Neben Dacarbazin sind als Monochemotherapie noch Cisplatin und 
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Vindesin zugelassen. Jedoch beträgt die Ansprechrate auf die Therapie un-
ter 20%. Polychemotherapieschemata können im Einzelfall, nach vorausge-
gangener frustraner Monochemotherapie, bei Patienten mit Therapiewunsch 
eingesetzt werden. Jedoch ist zu bedenken, dass wegen der höheren Toxizi-
tät die Lebensqualität stärker eingeschränkt ist und eine totale Remission bis 
auf seltene Ausnahmefälle nicht erreicht wurde (Hauschild, Volkenandt, Gar-
be, 2006). Eine Kombination aus Chemotherapie und Zytokinen, die soge-
nannte Chemoimmuntherapie, schien bei der Publikation 1997 sehr vielver-
sprechend. Es zeigte sich jedoch bei der Endauswertung in einem Nachbeo-
bachtungszeitraum von 6 Jahren, dass es keinen signifikanten Unterschied 
zur alleinigen Therapie mit Zytokinen festgestellt werden konnte (Keilholz et 
al., 2005). Da das Melanom zu den immunologisch kontrollierten Tumoren 
gehört und eine große Anzahl von Tumorantigenen und Peptiden charakteri-
siert wurden, wird seit Jahren versucht, Vakzine gegen das maligne Mela-
nom zu entwickeln. Es wurden verschiedenste Konzepte entwickelt, bei-
spielweise mit unterschiedlichen Viren als Vektoren, die eine T-Zell vermittel-
te Immunantwort gegenüber Klasse 1 HLA Tumorantigenen hervorrufen soll-
ten. Jedoch ist die klinische Wirksamkeit bislang noch reichlich unbefriedi-
gend (Dummer, Schadendorf, 2006). Neben der Vakzinierung werden derzeit 
einige Therapiekonzepte mit molekularen Zielstrukturen untersucht. Durch 
Inhibition verschiedener Signaltransduktionswege, durch Proteasominhibito-
ren, Antiangiogenese und andere Konzepte versucht man, das Tumorwachs-
tum zu beeinflussen. Die bisher veröffentlichen Ergebnisse sind teilweise 
vielversprechend, müssen aber in randomisierten und kontrollierten Studien 
erst überprüft werden (Becker, Schrama, Bröcker, 2006). Erstmalig konnte 
vor kurzem mit Ipilimumab, einem CTLA-4 Antikörper, ein verbessertes Über-
leben bei Patienten mit metastasiertem malignem Melanom im Vergleich zu 
Decarbazin gezeigt werden. Durch Blockade von CTLA, einem Rezeptor auf 
T-Zellen, kommt es zu einer gesteigerten Immunantwort. Bei einzelnen Pati-
enten konnte ein Langzeitüberleben festgestellt werden (Hodi et al., 2010).  
Durch das Verständnis grundlegender Signaltransduktionswege, wie im 
nächsten Kapitel beschrieben, ergaben sich viele neue potentielle zielgerich-
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tete Therapiemöglichkeiten. Antiapoptotische Faktoren wie bsw. Bcl-2 oder 
Bcl-xL sind in malignen Melanomen überexprimmiert (Bush , Li, 2003). Obli-
mersen stellt eine Substanz dar, die gegen mitochondriales bcl gerichtet ist. 
Jedoch konnte in einer Studie keine statistisch signifikante Verlängerung des 
Gesamtüberlebens festgestellt werden. Die Aussagekraft der Studie ist zum 
einen aufgrund der Schwierigkeiten, die bcl-2 Expression zu messen, zum 
anderen durch die fehlende Evidenz, dass bcl-2 oder Bcl-xL Schlüsselmole-
küle in der Apoptoseregulation sind, eingeschränkt (Bedikian, Milward et al., 
2006). Da in sehr vielen malignen Melanomen Mutationen im RAS/RAF Sig-
nalweg vorliegen, stellen Substanzen, die in diesen Signaltransduktionsweg 
eingreifen, eine mögliche Therapieoption dar (Garnett, Marais, 2004). In Stu-
dien konnte gezeigt werden, dass Sorafinib, ein Serin/Threonin- und Rezep-
torkinaseinhibitor, zu einer vermehrten Tumorkontrolle führte (Amaravadi, 
Schuchter, et al., 2007). Diese Resultate führten zur Entwicklung eines selek-
tiven BRAF-Inhibitors (Vemurafenib), der zur Therapie des metastasierten 
malignen Melanoms zugelassen wurde (Wellborck, Hurlstone et al., 2010). 
Seit kurzem steht mit Dabrafenib ein zweiter BRAF-Inhibitor zur Verfügung. 
Zudem laufen Studien zur Kombination von BRAF-Inhibitoren und MEK-
Inhibitoren mit sehr vielversprechenden Ergebnissen. Mit der Bestimmung 
von Mutationen im BRAF Gen (bspw. V600E) liegt erstmalig auch ein Bio-
marker für das Ansprechen auf die Therapie vor (Wellborck, Hurlstone et al., 
2010). Daneben werden Inhibitoren gegen NRAS, Wachstumsfaktoren, c-KIT 
und viele andere Moleküle erprobt (Lorigan, Eisen et al., 2008). Da im Falle 
einer Metastasierung alle Therapien palliativ sind, sollte eine möglichst gute 
Lebensqualität des Patienten ein Hauptziel sein. So helfen verschiedene 
supportive Therapien, die Lebensqualität entscheidend zu verbessern 
(Clemm, Schmid, Angerer, 2000).  
 
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass derzeit und in Zukunft ver-
schiedene neue Therapiekonzepte etabliert werden, die jedoch zumeist le-
diglich lebensverlängernd sind. Nur in wenigen Ausnahmefällen wird ein 
Langzeitüberleben im Sinne einer kurativen Behandlung berichtet (Hodi et 
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al., 2010). Daher ist es wünschenswert, die molekulare Analytik soweit zu 
verfeinern, dass sich daraus Aussagen zum Ansprechen der Therapie aber 
auch zu Nebenwirkung und Risiken ableiten lassen. 
 
2.6. Molekularbiologische Grundlagen 
 
Neben den klassischen Prognosefaktoren wie der Tumordicke nach Breslow, 
der Mitoserate und dem Vorhandensein einer Ulzeration wurden in den letz-
ten Jahrzehnten weitere molekulare und genetische Faktoren zur Prognose-
abschätzung gesucht. Obwohl eine Vielzahl von Studien einen Zusammen-
hang zwischen molekularen Besonderheiten und klinischen Verläufen oder 
möglichen Therapieoptionen herstellten, verhalf bis auf wenige Ausnahmen 
(z.B. BRAF) dies keinem molekularen Marker zum Durchbruch. Jedoch wur-
de der genetische Rahmen für die Entstehung maligner Melanome abge-
steckt, Hinweise für mögliche Therapien gegeben, aber auch die Vielzahl der 
Einflussfaktoren aufgezeigt (Fecher, Cummings, et al., 2007). 
Der mitogen-activated protein kinase (MAPK) Signalweg ist Objekt vieler on-
kologischer Studien. Dieser Signalweg reguliert normalerweise Zellwachs-
tum, Überleben und Invasion. Durch Bindung von extrazellulärer Matrix, Re-
zeptor Tyrosin Kinase bindende Liganden oder Integrine wird an der Zell-
membran RAS-GTPase aktiviert. GTP bindet an RAS und dieses an Effek-
torproteine (Giehl, 2005). Das bekannteste Effektorprotein für RAS ist RAF 
und die Phosphatidylinositol 3- Kinase (Beeram, Patnaik, Rowinsky, 2005). 
Aktiviertes RAF aktiviert die MAPK/ERK Kinase. Dadurch wird extracellular 
signal-regulated kinase, das einzige Substrat für MEK angehäuft (Kohne, 
Pouyssegur, 2006). 
RAS Mutationen sind häufig in Tumoren (Giehl, 2005). Neben K-RAS Mutati-
onen sind auch N-RAS Mutationen beschrieben (Fecher, Cummungs, et al., 
2007). Jedoch finden sich nur in 15% der malignen Melanome der Haut RAS 
Mutationen (Ball, Yohn, et al., 1994). Isolierte RAS Mutationen können keine 
malignen Melanome hervorrufen, jedoch konnten in Kombination mit anderen 
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Mutationen im Mausmodel maligne Melanome erzeugt werden (Chin, Pome-
rantz et al., 1997). 
In bis zu 66% der malignen Melanome konnten somatische BRAF Mutatio-
nen nachgewiesen werden. In den allermeisten Fällen handelt sich um eine 
bestimmte Punktmutation (V600E). Diese Mutation führt zu einer konstitutio-
nellen Kinaseaktivität (Davies, Bignelli, et al., 2002). Jedoch konnten auch 
BRAF Mutationen in melanozytären Nävi nachgewiesen werden. Mit den 
BRAF-Inhibitoren Vemurafenib und Dabrafenib haben Medikamente gegen 
molekulare Strukturen Einzug in die Therapie gefunden. Daneben steht mit 
der Bestimmung von Mutationen im BRAF Gen ein Biomarker für das An-
sprechen auf die Therapie zur Verfügung (Wellborck, Hurlstone et al., 2010, 
Velho, 2012). Der MAPK Signalweg spielt daher eine wichtige Rolle in der 
Entstehung von malignen Melanomen (sogenannte Driver-Mutationen), ist 
jedoch nicht notwendigerweise an der malignen Transformation beteiligt (Pol-
lock, Harper et al., 2003).  
Eine Schlüsselfunktion in der Karzinogenese spielt die Zellzykluskontrolle 
(Fecher, Cummungs, et al., 2007). Die Zellproliferation wird durch Cyclin- 
abhängige Kinasen (CDK) reguliert. Dabei unterscheidet man aktivierende 
und hemmende (p16ink4a, p21) CDKs. Cyclin und Cyclin-abhängige Kinase 
bilden jeweils ein Paar. In jeder einzelnen Phase des Zellzyklus spielen be-
stimmte CDKs eine Rolle. So wird bspw. der Übergang der G1 in die S Pha-
se von Cyclin E/CDK2 und Cyclin D/CDK4 reguliert. Durch Posphorylierung 
und Inaktivierung des Retinoblastom Proteins (Rb) kommt es zum Fortschrei-
ten im Zellzyklus (Sherr, 1994). 
Wichtige Faktoren im Rentinoblastom Signalweg sind p16ink4a und CDKN2a. 
p16ink4a bindet und inhibiert den Cyclin D/CDK4 Komplex und verhindert so-
mit die Phosphorylierung von Rb (Smith-Sorensen, Hovig, 1996). Mutationen 
in p16ink4a sind die häufigste Ursache für familiäre maligne Melanome (Batail-
le, 2000). In bis zu 40% der familiären malignen Melanome wird eine p16ink4a 
Keimbahnmutation gefunden (Newton Bishop, Harland, et al., 1999). 
Daneben kann es bei den sporadischen malignen Melanomfällen durch Hy-
permethylierung der Promoterregion zur Ausschaltung von p16ink4a kommen. 
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Auch konnte eine Korrelation zwischen niedriger Expression von p16ink4a und 
einer Zunahme der Zellproliferation sowie einer verschlechterten Prognose 
festgestellt werden (Marini, Mirmohammadsadegh, 2006). 
Der p53 Signalweg spielt eine entscheidende Rolle bei zellulären Einflüssen 
auf DNA Replikation, Stabilität des Genoms, Chromosomentrennung und 
Zellteilung. p53 ist ein Transkriptionsfakor der unter Einfluss von Stressfakto-
ren Gene der DNA Reparatur, des Zellzyklusarrests oder der Apoptose indu-
ziert (Sherr, McCormick, 2002). Zu diesen Stressfaktoren gehören bspw. UV-
Strahlung. Da p53 eine wichtige Rolle für die genetische Integrität einer Zelle 
spielt, ist es nicht überraschend, dass die Regulierung der Aktivität von p53 
komplex ist (Giacci, Kastan, 1998). Ein Regulator von p53 ist MDM2. Dieser 
bindet an p53, blockiert die Transkription und macht es angreifbar für Ubiqui-
tin-abhängige Proteasen (Harris, Levine, 2005). Ein weiterer wichtiger Faktor 
ist p14/p19ARF. p14/p19ARF bindet an MDM2 und stabilisiert so p53 (Lowe, 
Sherr, 2003). Obwohl p53 Mutationen in vielen Tumoren beschrieben wur-
den, finden sich diese selten in malignen Melanomen (bis zu 25%) (Asklen, 
Monstas, et al., 1998). Jedoch konnte eine Korrelation zwischen einer erhöh-
ten Konzentration von MDM2 und dem Tumorprogress festgestellt werden 
(Hernber, Turunen, et al., 1998). 
Der Phosphatidylinositol-3-Kinase Signalweg (PI3K) ist einer der wichtigste 
Signalwege in Tumoren (Cully, You et al., 2006). PI3K phosphoryliert 
Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphat (PIP3) (Robertson, 2005). Der PI3K Signalweg wird durch RAS 
aktiviert, interagiert mit vielen anderen Signalwegen und führt in der Zelle zu 
verschiedensten Funktionen wie Proliferation, Apoptose oder auch Chemo-
resistenz (Cully, You et al., 2006). PTEN reguliert den PI3K pathway herunter 
(Rao, Windschnitl et al., 2006)). Mutationen in Untereinheiten von PI3K wer-
den selten in malignen Melanomen gefunden (Granville, Memmott et al., 
2006). 
PTEN ist ein Tumorsuppressorgen und für viele zelluläre Funktionen verant-
wortlich, bspw. die Inhibition des MAPK Signalwegs oder für den Zellzyklus-
arrest (Slipicevic, Holm et al., 2005; Wu, Goel, Haluska, 2003). PTEN Keim-
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bahnmutationen verursachen das Cowden-Syndrom, eine autosomal-
dominant vererbte Erkrankung mit einem erhöhten Risiko für maligne Mela-
nome (Slipicevic, Holm et al., 2005). In etwa 5 – 20% der primären malignen 
Melanome lässt sich ein Verlust von PTEN Aktivität nachweisen (Wu, Goel, 
Haluska, 2003). Zusätzlich konnten PTEN Mutationen häufig in Zusammen-
hang mit BRAF Mutationen nachgewiesen werden (Tsao, Goel et al., 2004).  
Microphthalmia-associated transcription factor (MITF) gehört zur Gruppe der 
Transkriptionsfaktoren (Malik SM, Collins B et al., 2006 ). Eine Unterform 
MITF-M ist essentiell für die Entstehung von Melanozyten (Goding, 2000). 
MITF induziert Gene, die für die Melaninsynthese wichtig sind (Widlung, Fi-
sher, 2003). MITF reguliert den beta-Catenin pathway herunter und den 
CDK2 pathway hinauf, was zu einer Zellzyklusprogression führt (Goding, 
Meyskens, et al., 2006). In in vitro Studien konnte gezeigt werden, dass MITF 
Überexpression in Kombination mit anderen Mutationen zu einer Zunahme 
der zellulären Transformation führt. Zusätzlich konnte in 10% der primären 
malignen Melanome und in 20% der metastasierten malignen Melanome ei-
ne Genamplifikation nachgewiesen werden (Davis, Kim et al, 2006). Weiter-
hin wurde gezeigt, dass zirkulierende MITF Produkte mit einem höheren 
TNM-Stadium assoziiert sind (Koyanagi, O`Day et al., 2005). 
Einen Tyrosinkinase Inhibitor stellt c-KIT dar. C-KIT wird durch MAPK und 
PI3K herunterreguliert, ebenso wie durch Phophorylase C oder MITF. Dieser 
Signalweg ist essentiell für die Entwicklung von Melanozyten, der Differenzie-
rung, der Proliferation sowie dem Überleben und der Migration von Zellen. 
Das Überleben von Melanozyten ist vom c-KIT Signalweg abhängig, jedoch 
haben melanozytäre Nävi diese Eigenschaft verloren (Grichnik, 2006). Die 
Expression von c-KIT in malignen Melanomen wurde vielfach untersucht und 
lieferte verschiedenste Auskünfte. Jedoch konnte kein Zusammenhang zwi-
schen der c-KIT Expression und anderen malignen Melanomparametern ge-
funden werden. C-KIT hat als einzelner Faktor betrachtet keine prognosti-
sche Bedeutung hinsichtlich des progressionsfreien Überlebens (Janku, No-
votny et al., 2005) (Fecher, Cummungs et al., 2007). 
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Die Erfolge hinsichtlich der Erforschung verschiedenster Singaltransdukti-
onswege und deren Interaktion war nur durch moderne biotechnologische 
Verfahren möglich. Jedoch sind weitere Anstrengungen notwendig, um die 
Interaktionen und Einflussfaktoren auf die Signaltransduktion sowie deren 
möglichen therapeutischen Nutzen zu erforschen. Tissue Microarrays kön-
nen in diesem Zusammenhang sehr hilfreich sein, da auf Proteinebene eine 
Vielzahl von Material gleichzeitig untersucht werden kann. 
 
2.7. Verlauf und Prognose 
 
Nicht nur für die Therapieentscheidung, sondern auch für den weiteren Ver-
lauf sind Klassifikationen sinnvoll. Sie helfen, das Ausmaß der Erkrankung 
und die Prognose abzuschätzen. Die Bestimmung der Tumordicke nach 
Breslow ist zur Zeit der wichtigste Parameter zur Einschätzung der Prognose 
und des Überlebens. Neben dem Breslow Index entwickelte Clark 1967 noch 
eine eigene Klassifikation, die die Eindringtiefe der Melanomzellen in die un-
terschiedlichen Schichten der Haut beschreibt (Volkenandt, 2005). Fast alle 
soliden Tumoren werden nach der TNM - Klassifikation eingeteilt. Sie unter-
teilt je nach Tumordicke, Anzahl der von Metastasen befallenen Lymphkno-
ten und nach Fernmetastasen. Anhand der TNM - Klassifikation kann der 
Tumor in verschiedene Stadien eingeteilt werden, die sowohl prognostisch 
als auch therapeutisch relevant sind.  
80% der Patienten haben nach der Exzision des Primärtumors keine weite-
ren Folgen der Erkrankung. Bei den restlichen 20% der Patienten finden sich 
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung oder im Verlauf Lymphknoten- und oder 
Fernmetastasen. (Volkenandt, 2005). Grundsätzlich gilt, dass eine 
Metastasierung noch nach Jahren oder Jahrzehnten möglich ist (Weide, 
2006). Die Prognose des malignen Melanoms ist sehr unterschiedlich. So variiert 
die 10-Jahresgesamtüberlebensrate zwischen 3% und 97%. Die individuelle 
Prognose kann anhand der Tumordicke nach Breslow, der Eindringtiefe nach 
Clark, der Anzahl der Mitosen und dem Vorhandensein einer Ulzeration ein-
geschätzt werden. Grundsätzlich gilt: Je höher die Tumordicke, desto 
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schlechter ist die Prognose des Patienten. So besteht zwischen der Tumor-
dicke 0 bis 4 mm ein fast linearer Zusammenhang mit der Prognose des Pa-
tienten. Ab einer Tumordicke von 4 mm fehlt jegliche Korrelation (Balch et al., 
2001). Auch das Vorhandensein einer Ulzeration verschlechtert die 10-
Jahresüberlebenswahrscheinlichkeit. Daneben sind auch Faktoren wie die 
Lokalisation des Melanoms von Bedeutung. So haben Melanome an den Ex-
tremitäten eine bessere Prognose als Melanome am Kopf oder Stamm 
(Herz., 2005). Schon seit einiger Zeit wird versucht, neben der Tumordicke 
und dem Grad der Metastasierung neue Parameter für die Prognoseab-
schätzung zu finden.  
 
 
Stadium Primärtumor Prognose (10-Jahres-Überlebensrate) 
0 Melanoma in situ 100% 
I  90-97% 
II  28-67% 
III  19-28% 
IV  3% 
Abbildung 2.5.: Prognose des malignen Melanoms 
 
 
2.8. Nachsorge  
 
In den letzten Jahren wurde die Nachsorge bei Patienten mit malignen Mela-
nomen in Frage gestellt. Einerseits wird kritisiert, dass die Untersuchungen 
für den Patienten zeitaufwendig und psychisch belastend seien. Zum ande-
ren sei bisher kein Nachweis für den Nutzen und die Verbesserung des Ge-
samtüberlebens erbracht worden. Jedoch können andererseits tumor- oder 
therapieassoziierte Probleme eher festgestellt und behandelt werden. Für 
viele Patienten stellt die Nachsorge auch eine Beruhigung dar. Daneben 
kann eine Progression der Erkrankung früher erkannt werden, Zweitmelano-
me frühzeitig entdeckt und therapiert und eine adjuvante Therapie eingeleitet 
und überwacht werden. Je nach Tumorstadium und Dicke sind unterschiedli-
che Nachsorgeschemata festgelegt worden. Sie beruhen auf der Auswertung 
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epidemiologischer Daten, wonach eine Progression der Erkrankung meist 2 
bis 3 Jahre nach Diagnosestellung erfolgt. Außerdem treten in den ersten 
Jahren die meisten therapieassoziierten Probleme auf. Neben einer ausführ-
lichen Anamnese und klinischen Untersuchung werden je nach Stadium La-
boruntersuchungen, Lymphknotensonographie, NMR des Schädels, CT von 
Thorax und Abdomen angefertigt, sowie PET-CT Untersuchungen. Im Fol-
genden sind die derzeitigen Nachsorgeschemata dargestellt. 
 
 
Tabelle 2.6. Empfehlungen für die Nachsorge 
Stadium körperliche 
Untersuchung 
 (1.-5. Jahr) 
körperliche 
Untersuchung 
 (6.-10. Jahr) 
Lymphkno-
tenso-
nographie 
 (1.-5-Jahr) 
Blutuntersu-
chung, S100 
(1.-5. Jahr) 
bildgebende 
Untersuchung 
 (1.-5. Jahr) 
Ia  6 6 - 12 keine keine keine 
Ib+IIb  3 6 -12 6 3  keine 
IIc-IV 3 6 3 - 6 3 - 6 6 
 
 
Da auch noch nach Jahrzehnten Metastasen auftreten können, ist eine 
Nachsorge lebenslang erforderlich (Gummer, Schmid, Clemm, Volkenandt, 
2000). Jedoch sollte wie bei anderen Tumoren die Nachsorgestrategie über-
dacht werden. So wurden beispielsweise in der Brustkrebsnachsorge die In-
tervalle verlängert, keine apparativen Methoden mehr eingesetzt und auf die 
Bestimmung von Tumormarkern verzichtet, da die frühzeitige Metastasen-
diagnostik keinen Vorteil im Überleben brachte, sondern nur den Zeitraum 
zwischen Erstdiagnose und Progress verkürzt (Kreienberg et al., 2004). 
 
Das maligne Melanom stellt sowohl in der adjuvanten wie auch in der me-
tastasierten Situation eine Herausforderung dar. Aufgrund der molekularen 
und genetischen Erkenntnisse ist eine weitere Differenzierung, Individualisie-
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rung und Stratifizierung der Patienten, aber auch der Therapiemöglichkeiten 
zu erwarten. Daher müssen weitere Parameter und Instrumente gefunden 
werden, um dies zu ermöglichen. Der Tissue Microarray stellt eine Möglich-
keit dar, um an einer großen Zahl von Patienten verschiedenste potentielle 
Biomarker zu überprüfen.  
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3.1. Projekt: Mehrdimensionale Melanombiomarker - Initiative Regensburg-
Hamburg-Zürich 
 
3.1.1. Ideen und Ziele 
 
Die Prognose eines Patienten mit malignem Melanom lässt sich nur bedingt 
von histologischen und klinischen Parametern ableiten. Seit Jahrzehnten 
wird versucht, von der Tumordicke unabhängige Prognosefaktoren zu finden, 
um eine individualisierte Therapie der Erkrankung zu ermöglichen. Bisherige 
Versuche, geeignete Marker zu finden, waren aufgrund der zu geringen Fall-
zahlen, fehlender klinischer Patientendaten oder der fehlenden Vernetzung 
zwischen Genom- und Proteinebene erfolglos. In der mehrdimensionalen 
Melanombiomarker - Initiative Regensburg - Hamburg - Zürich wurde der 
Versuch unternommen, durch Kooperation verschiedener Hochschulen, Ab-
teilungen und Arbeitsbereiche bisher aufgetretene Schwierigkeiten zu behe-
ben und somit eine höhere Aussagekraft der Ergebnisse zu erreichen. Im 
Rahmen dieser Dissertation sollte ein 1500 Fälle umfassender Melanom–
Tissue Microarray (TMA) mit vollständig dokumentierten klinischen Langzeit-
verläufen erstellt werden. Durch die Zusammenarbeit der Klinik und Poliklinik 
für Dermatologie der Universität Regensburg und der Universitätshautklinik 
Hamburg-Eppendorf sollten für die Erstellung des Tissue Microarrays unge-
fähr 1500 Melanom Paraffinblöcke sowie die dazugehörigen vollständig do-
kumentierten Langzeitverläufe zur Verfügung stehen. 850 Fälle sollten hierfür 
aus Regensburg beigesteuert werden, 650 Fälle aus Hamburg. Die 
ursprünglich zu testenden 52 Proteine wurden aufgrund von Forschungser-
gebnissen der Arbeitsgruppe von Prof. Vogt, Ergebnissen der Kooperations-
partner und intensiver Literaturrecherche ausgewählt. Die Funktionen dieser 
Proteine finden sich im Zellzyklus, der Apoptose, der Signaltransduktion, so-
wie der Melanomdifferenzierung. Darüber hinaus werden auch Proteine der 
Angiogenese und Lymphangiogenese untersucht. In der untenstehenden 
Tabelle sind eine Auswahl der untersuchten Proteine und ihrer Funktion auf-
gelistet. Seit Juni 2007 wurde die Tumor – Genomik - Ebene von der Abtei-
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lung für Onkogenomik der Universität Regensburg an Melanommetastasen 
untersucht. Diese Untersuchung diente in erster Linie dem Auffinden von 
Amplikons als Hinweis für mögliche Biomarker. Die Keimbahn – Genomik - 
Ebene, die am Institut für Pharmazeutische Wissenschaften der ETH Zürich 
erforscht wurden, korrelierte SNP Untersuchungen mit der Expression der 
betreffenden Proteine. Die umfangreichen Daten und Ergebnisse wurden am 
Zentrum für Klinische Studien der Universität Regensburg statistisch ausge-
wertet. Ziel der mehrdimensionalen Melanombiomarker Initiative Regensburg 
– Hamburg - Zürich, die in diesem Umfang bisher nicht durchgeführt wurde, 
ist es, eine Serie biologischer Marker zu finden, die von prognostischer oder 
therapeutischer Relevanz sind. Zudem sollten bisherige Ergebnisse an ei-
nem größeren Kollektiv validiert werden. Durch integrale Datenarbeit sollten 
Markerkonstellationen ermittelt werden, die es ermöglichen, das individuelle 
Progressrisiko besser abzuschätzen und somit zukünftig eine Optimierung 
der Therapiekonzepte zu begünstigen. 
 
Tumorbiologische Funktion: Proteine: 
 
Apoptoseinhibitoren: 
 
Akt3, Bcl2, Bclx-L, Survivin 
Proto-Onkogene: Bcl6, B-Raf, C-kit, C-myc 
Zell-Zykluskontrollproteine: Cyclin A, Cyclin D1, Cyclin D3, Cyc-
lin E, CDK1, CDK2, CDK4, CDK6, 
Hdm2, P14, P16, P21, P27, P53, 
Rb, Rb P, SKP 2  
Proangiogenetische Proteine:  COX2, PIGF, VEGF-A, VEGF-C, 
VEGF-D, VEGFR1, VEGFR2, 
VEGFR3 
DNA-Reperaturproteine: MLH 1, MSH 2 
Transkriptionsfaktoren: MUM-1, NFKappaB, STAT1, Phos-
pho-β-Catenin, 
Andere: Bmi 1, Caveolin, ephrin-B2, Ki-67, 
MTAP, MEL 18, N-RAS, P-cadherin, 
PPARγ, PTEN, TGF-β1, Topoisom-
erase Iia 
 
Abbildung 3.1.: Untersuchte Proteine und ihre Funktion 
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3.1.2. Erstellung des Regensburger Patientenkollektivs 
 
Für die Erstellung des Tissue Microarrays wurden Patienten mit malignen 
Melanomen ausgewählt, denen im Zeitraum von 1999 bis 2005 eine Blutpro-
be im Rahmen einer vorausgegangenen Studie zur Bestimmung der geno-
mischen DNA entnommen worden war. Aus diesem Patientenkollektiv wur-
den diejenigen ausgewählt, deren Paraffinblock verfügbar war. Alle Patien-
ten, die mit der Verdachtsdiagnose malignes Melanom, Rezidiv eines malig-
nen Melanoms, Metastase oder zur Nachexzision bei vorbekanntem malig-
nen Melanom stationär aufgenommen wurden, wurde im Rahmen der Studie 
10ml EDTA Blut entnommen. Im Anschluss wurden die persönlichen Daten 
der Patienten pseudonymisiert. Dabei nummerierte eine Mitarbeiterin der 
Klinik für Dermatologie die Blutproben mit einer Identifikationsnummer ge-
mäß der Reihenfolge des Eingangs der Blutprobe und des jeweiligen Jahres 
durch. Gleichzeitig wurde eine Liste erstellt, die es ermöglichte, die Blutprobe 
der jeweiligen Person zuzuordnen. In dieser Liste wurde neben der 
Identifikationsnummer auch das Entnahmejahr, der Vor - und Zuname des 
Patienten, dessen Geburtsdatum sowie das Entnahmedatum der Blutprobe 
registriert. Ein entsprechender Ethikantrag wurde positiv beschieden 
(07/093). Da es sich als unpraktikabel erwies, die Identifikationsnummer auf 
ein Jahr zu beschränken wurde ab dem Jahr 2000 rückwirkend für alle 
bereits auf der Liste vorhandenen Patienten und alle neu hinzukommenden 
eine fortlaufende sogenannte „neue Nummer“ vergeben. So entstand ein 
gewachsenes Kollektiv mit 968 Patienten und den dazugehörigen 
Blutproben. Wegen anfänglicher Probleme bei der Materialgewinnung sowie 
bei der Bearbeitung der Daten und der Liste beschloss die Studienleitung, 
das Patientenkollektiv auf Proben und Daten zu beschränken, die ab dem 1. 
Januar 2000 gewonnen worden waren. Das Kollektiv umfasste nunmehr 842 
Datensätze. Zusätzlich wurden noch 12 Patienten aus dem Jahr 1999 
ausgewählt, die wegen einer raschen Progredienz der Erkrankung oder 
mehrerer separater Melanome von besonderem Interesse waren. Der 
untenstehenden Graphik ist die Verteilung der einzelnen Patienten auf das 
jeweilige Jahr zu entnehmen. Im Dezember 2005 wurde das Kollektiv mit 
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Im Dezember 2005 wurde das Kollektiv mit einem Umfang von 854 Patienten 
für die mehrdimensionale Melanombiomarker Initiative geschlossen.  
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Abbildung 3.2.: Verteilung der Anzahl der Studienpatienten von 1999-2005 
 
3.1.3. Zusammenstellung der Patientenverlaufsdaten 
 
Die so gewonnenen Patientendaten sollten mithilfe der Datenbank des Tu-
morzentrums Regensburg und mittels Aktenstudium zu einem umfangreichen 
Patienten Follow up ergänzt werden. Das Tumorzentrum Regensburg erstell-
te dabei anhand der Liste des Ursprungskollektivs ein Patienten Follow up 
aus der Datenbank des Tumorzentrums. Die Daten des Tumorzentrums Re-
gensburgs stammen aus Arztbriefen und Dokumentationsbögen, die für je-
den Patienten im Raum Niederbayern/Oberpfalz mit einer bösartigen Tumor-
erkrankung ausgefüllt werden müssen. Auch alle Folgebriefe und Todesbe-
scheinigungen werden an das Tumorzentrum weitergeleitet. Damit ist eine 
nahezu lückenlose Dokumentation des Krankheitsverlaufs möglich. Der 
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Nachbeobachtungszeitraum endete am 31.07.2006. Damit beträgt der mini-
male Nachbeobachtungszeitraum 6 Monate, der maximale 186 Monate. Das 
mediane Follow up belief sich auf 51,5 Monate. Neben Angaben des Vor- 
und Zunamens, des Geburtsdatums, der neuen Nummer und des Abnahme-
datums der Blutprobe, die bereits bei der Erstellung des Patientenkollektivs 
dokumentiert wurden, enthält das Follow up auch die exakte Diagnose, Grad 
und Lokalisation der Metastasierungen, sowie die durchgeführten Therapien. 
Zur Berechnung des mittleren Erkrankungsalters, des rezidivfreien Überle-
bens und des Gesamtüberlebens, mussten zusätzlich zum Geburtsdatum 
noch der derzeitige Status des Patienten, d.h. ob der Patient am Ende des 
Nachbeobachtungszeitraums noch lebte oder bereits verstorben war, even-
tuell das Todesdatum, das Erstdiagnosedatum und das Rezidivdatum fest-
gehalten werden. Angaben zur genauen Diagnose, zur Haupt- und Seitenlo-
kalisation, sowie die primäre TNM - Klassifikation, das Stadium, der Clark- 
Level und die Tumordicke ermöglichen Aussagen, ob ein Patientenkollektiv 
repräsentativ ist. Weitere wichtige Informationen liefern die Anzahl und der 
Zeitpunkt des Auftretens von Metastasen und deren Lokalisation. Aus diesen 
Daten kann der Zeitraum zwischen der Erstdiagnose und dem Lokalrezidiv, 
bzw. dem Progress berechnet werden. Angaben hinsichtlich der Metastasie-
rung, dem Auftreten eines Progresses und dessen Ausmaß sind für eine 
Studie mit der Zielsetzung, neue von der Tumordicke unabhängige Biomar-
ker für die Vorhersage eines Progresses und das Ansprechen einer Therapie 
zu finden, unerlässlich. Das Follow up dokumentiert nicht nur die primäre 
Therapie, sondern auch die Folgetherapien, wie zum Beispiel Chemo- oder 
Immuntherapien, den Zeitpunkt des Therapiebeginns, das Therapieschema 
und den Einschluss in Studien. Weitere maligne Erkrankungen wurden im 
Patienten Follow up ebenso angegeben, da sie Hinweise auf zusätzliche Ein-
flussfaktoren liefern könnten, aber auch je nach Erkrankung die Überlebens-
zeit beeinflussen. Fehlende bzw. lückenhaft vorhandene Daten wurden mit-
hilfe der stationären und ambulanten Patientenakten der Klinik und Poliklinik 
für Dermatologie der Universität Regensburg so weit möglich vervollständigt. 
Da die Erstellung des Patienten Follow up in Zusammenarbeit mit einer Stu-
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die zur Genotypisierung verschiedener SNPs von Dr. Christoph Wissmann 
(ETH Zürich) geschah, wurden zunächst nur 730 der ursprünglich 854 Pati-
entenfälle in dieser ausführlichen Form dokumentiert.  
 
3.1.4. Vervollständigung und Abgleich der Daten mit Patientenakten 
 
Wie bereits erwähnt, musste das Patienten Follow up durch Daten aus den 
ambulanten und stationären Patientenakten vervollständigt werden. Der 
Schwerpunkt lag dabei auf der Ergänzung der TNM Klassifikation, des Tu-
morstadiums, des Clark-Levels, sowie der Tumordicke. Diese Informationen 
geben wichtige Hinweise, inwieweit das Patientenkollektiv repräsentativ für 
die Gesamtheit aller Melanompatienten ist und ermöglichen eine Einordnung 
der verschiedenen Schweregrade der Erkrankung. Das Aktenstudium war 
hauptsächlich bei Primärtumoren mit einem älteren Erstdiagnosedatum not-
wendig, da in den Arztbriefen nicht immer vollständige Angaben festgehalten 
worden waren. Dabei fehlte dem Tumorzentrum Regensburg 49- mal die 
Einordnung des Tumors, 39- mal die Einordnung des Lymphknotenstatus 
und 35- mal die Einordnung des Grads der Fernmetastasierung in die TNM 
Klassifikation. Innerhalb dieser drei Gruppen ergaben sich Überschneidun-
gen, was bedeutete, dass die Patienten mit fehlenden Angaben häufig iden-
tisch waren. Des Weiteren fehlten Angaben zur Tumordicke in 73 und des 
Clark Levels in 44 Fällen. Diese Daten konnten durch Durchsicht der histolo-
gischen Befunde in einer Vielzahl der Fälle eruiert werden, wie die untenste-
henden Graphiken beweisen. Das Tumorzentrum Regensburg identifizierte 
16 Patienten ohne Nachweis eines Melanoms. Des weiteren waren 60 Pati-
enten im Tumorzentrum Regensburg nicht registriert. Dafür sind zwei mögli-
che Ursachen verantwortlich. Zum Einen werden im Tumorzentrum Regens-
burg ausschließlich Patienten aus dem Raum Niederbayern/Oberpfalz ge-
meldet, zum anderen befanden sich auf der Ausgangsliste auch Patienten 
ohne malignes Melanom, da Patienten zum Teil bereits vor der histologi-
schen Sicherung der Diagnose in die Studie eingeschlossen worden waren. 
Im ersten Fall konnten durch Aktenstudium der Ambulanz- oder Stationsakte 
                                                                                                                            29 
der Klinik und Poliklinik für Dermatologie der Universität Regensburg fehlen-
de Angaben aus den jeweiligen Patientenakten ergänzt werden. Bei allen 
anderen nicht registrierten Patienten wurde mit Hilfe des digitalen Histologie-
archives oder ebenfalls mit Patientenakten versucht, die endgültige Diagnose 
zu sichern. Im Histologiearchiv werden alle dermatohistologischen Befunde 
der Klinik und Poliklinik für Dermatologie der Universität Regensburg gespei-
chert und können mit Hilfe von Name und Geburtsdatum des Patienten ab-
gerufen werden. Von den 60 nicht gemeldeten Patienten wurde bei 52 Pati-
enten kein malignes Melanom, sondern beispielsweise ein Nävuszellnävus 
oder eine Lentigo maligna diagnostiziert. Bei den übrigen Patienten wurde 
ein Melanoma in situ diagnostiziert, das wegen der fehlenden Metastasie-
rungstendenz nicht immer an das Tumorzentrum gemeldet wird. 16- mal 
musste die neue Nummer korrigiert werden, da die Patienten doppelt in der 
Ausgangsliste geführt worden waren. In vielen Fällen war die umfangreiche 
Suche und Ergänzung des Patienten Follow ups erfolgreich. Sehr selten 
konnte aufgrund fehlender Informationen der Datensatz letztlich nicht ver-
vollständigt werden. Ein komplett vollständiger Datensatz konnte von 638 
Patienten erhoben werden. 
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Abbildung 3.3.: Ergebnisse der Datensuche für die Tumordicke 
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Abbildung 3.4.: Ergebnisse der Datensuche für das Tumorstadium der 
TNM Klassifikation 
 
                                                                                                                            31 
Verteilung der fehlenden Angaben zum N Stadium der TNM 
Klassifikation
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Abbildung 3.5.: Ergebnisse der Datensuche für den Lymphknotenstatus 
der TNM Klassifikation  
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Abbildung 3.6. Ergebnisse der Datensuche für den Metastasenstatus der 
TNM Klassifikation 
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3.2. Erstellung eines Melanom Tissue Microarrays 
3.2.1.Zusammenstellen und Sichten des vorhandenen histologischen Materi-
als 
 
Zur Erstellung eines Tissue Microarrays wurden sowohl die in Paraffin einge-
betteten Gewebestücke als auch die dazugehörigen HE Schnitte benötigt. 
Zunächst musste zu jedem der auf der Liste befindlichen Patienten der histo-
logische Befund mit der Histologienummer des Präparates herausgesucht 
werden. Dies erfolgte zum einen durch das digitale Histologiearchiv der Klinik 
und Poliklinik für Dermatologie der Universität Regensburg, zum anderen 
durch Aktenstudium. Hierfür wurde die Ausgangsliste Patient für Patient ab-
gearbeitet und alle histologischen Befunde mit der Diagnose eines primären 
malignen Melanoms ausgedruckt. Es zeigte sich hierbei, dass bei einem Teil 
der Patienten eine andere Diagnose gestellt worden war. Außerdem fanden 
sich bei 237 Patienten zunächst nur histologische Befunde über Reste eines 
malignen Melanoms bzw. Narben nach Exzision eines malignen Melanoms. 
Nach dem Ausdrucken der histologischen Befunde wurden jeweils die zur 
Histologienummer passenden Paraffinblöcke und HE Schnitte aus dem histo-
logischen Archiv der Dermatologie der Universitätsklinik Regensburg her-
ausgesucht. Das histologische Archiv der Klinik und Poliklinik für Dermatolo-
gie der Universität Regensburg umfasst alle dort gewonnenen histologischen 
Gewebe sowie die dazu angefertigten Schnittpräparate der letzten zehn Jah-
re. Es stellte sich heraus, dass bei 60 Patienten der Paraffinblock fehlte und 
bei 21 Patienten der HE Schnitt. Durch intensive Suche in für andere Studien 
zusammengestellten Kohorten konnten noch weitere Paraffinblöcke gefun-
den werden. Es blieben jedoch 27 Paraffinblöcke unauffindbar. War der Pa-
raffinblock vorhanden und es fehlte lediglich der HE Schnitt, so wurden von 
den Paraffinblöcken neue HE Schnitte angefertigt. Die herausgesuchten Pa-
raffinblöcke und HE Schnitte wurden nach nochmaliger Kontrolle der Histolo-
gienummern und des Histologiejahrs nach der neuen Nummer sortiert und in 
Versandboxen zwischengelagert. Die dazugehörigen Histologiebefunde ver-
sah man dafür mit der aus der Ursprungsliste stammenden „neuen Nummer“. 
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Außerdem wurden die Histologiebefunde je nach Vorhandensein von Paraf-
finblock und HE Schnitt geordnet. Einige Paraffinblöcke waren aufgrund des 
schlechten Zustandes des histologischen Materials bzw. der Größe des Ma-
terials nicht für die Erstellung des Tissue Microarrays geeignet. Darüber hin-
aus konnte nicht jedem Patienten ein Paraffinblock und ein HE Schnitt zuge-
ordnet werden. In einem Teil der Fälle wurden bei einem Patienten mehrere 
verschiedene einzelne Melanome exzidiert. Diese wurden alle, wenn vor-
handen, zur Erstellung des Tissue Microarrays verwendet, da eine mögliche 
Übereinstimmungen oder Unterschiede in der Expression von Antigenen e-
benso untersucht werden sollten. Zum anderen waren einer Histologienum-
mer mehrere Paraffinblöcke und HE Schnitte zuzuordnen. Wegen der Größe 
des Präparates war in diesen Fällen das Gewebestück nicht auf einem Paraf-
finblock angeordnet, sondern auf mehrere (bis 20) einzelne Paraffinblöcke 
verteilt worden. Auch hier wurden alle zur Verfügung stehenden histologi-
schen Materialien verwendet. Neben den aus dem Archiv der Klinik und Poli-
klinik für Dermatologie der Universität Regensburg stammenden Paraffinblö-
cken und HE Schnitten konnten noch zu 11 Patienten Paraffinblöcke und HE 
Schnitte aus dem Archiv des pathologisch-anatomischen Instituts der Univer-
sität Regensburg gefunden werden. 
 
3.2.2. Abgleich der Patientenverlaufsdaten mit dem vorhandenen histologi-
schen Material 
 
Nach dem Erstellen und Vervollständigen des Patienten Follow ups und dem 
Abschluss der histologischen Materialgewinnung sollten nun alle bisher ge-
wonnenen Informationen miteinander abgeglichen werden. Dafür mussten 
zunächst die im Patienten Follow up aufgeführte „neue Nummer“, der Vor- 
und Zuname und das Geburtsdatum mit den Daten auf den histologischen 
Befunden verglichen werden. Hierdurch konnte ausgeschlossen werden, 
dass es zu einer Verwechslung von Patientendaten und histologischem Ma-
terial gekommen war. Anschließend wurden die Histologienummern, die auf 
dem histologischen Befund vermerkt sind, mit der Nummer verglichen, die 
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sich auf dem Paraffinblock, bzw. auf dem HE Schnitt befindet. In 12 Fällen 
stimmten die Histologienummern nicht überein. Daraufhin wurden die fal-
schen Paraffinblöcke und HE Schnitte ausgetauscht. In den meisten Fällen 
handelte es sich um Fehler bei der Ablesung der Histologienummer oder des 
Histologiejahres. Außerdem wurden nach Übereinstimmungen bei fehlenden 
Paraffinblöcke und fehlenden Daten im Follow up gesucht. Nur in wenigen 
Fällen ergaben sich Übereinstimmungen. Aufgrund des Fehlens von ver-
wertbarem histologischen Materials, konnten weitere 57 Patientendatensätze 
nicht ausgewertet werden. Die Studie umfasste nunmehr 581 Patientenda-
ten. Das histologische Material stammte bis dato aus dem Archiv der Derma-
tologie der Universitätsklinik Regensburg und es fehlten noch 237 Paraffin-
blöcke und HE Schnitte anderer pathologischer, bzw. dermatohistologischer 
Institute bzw. niedergelassener Pathologen.  
 
3.2.3. Zusammenstellung und Sichten von fremden histologischen Präpara-
ten 
 
Da zu 237 Patienten das histologische Material in anderen pathologischen 
oder dermatohistologischen Abteilungen befundet worden war, wurden die 
histologischen Befunde mit der Diagnose malignes Melanom aus den Patien-
tenakten herausgesucht und ausgedruckt. Die vorhandenen Befunde muss-
ten wiederum mit der „neuen Nummer“ versehen und nach dieser sortiert 
werden. Danach wurden Listen von Patienten erstellt, deren histologische 
Befunde aus der selben Praxis, bzw. aus einem Institut stammten. Die Diag-
nosen waren sowohl von niedergelassenen Pathologen, Dermatohistopatho-
logen als auch von pathologisch-anatomischen und dermatologisch-
pathologischen Instituten aus Deutschland und Österreich erstellt worden. In 
Zusammenarbeit mit der Studienleitung wurde ein Serienbrief angefertigt, 
indem kurz die Ziele, Inhalte und bisherigen Forschungsergebnisse dargelegt 
und die niedergelassenen Ärzte, bzw. die Leiter der Institute gebeten wurde, 
die entsprechenden Paraffinblöcke und HE Schnitte an die Klinik und Polikli-
nik für Dermatologie der Universität Regensburg zu versenden. Der Brief er-
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läuterte auch, dass Paraffinblöcke durch Gewebsstanzen, die für die Erstel-
lung des Tissue Microarrays notwendig sind, beschädigt werden. Anbei be-
fand sich auch eine Liste mit den jeweiligen Patientennamen, Geburtsdaten 
und soweit vorhanden, den Histologienummern der jeweiligen Praxis, bzw. 
des jeweiligen Institutes. Die Briefe wurden von der Studienleitung unter-
zeichnet und versandt. Mitte Januar 2007 wurden 39 Briefe verschickt und 
die Antworten darauf gingen bis April 2007 ein. Zu 81 Patienten erhielten die 
Studienleitung histologisches Material, zum Teil Paraffinschnitte und dazu-
passende HE Schnitte, zum Teil lediglich Paraffinblöcke. Auch hierunter fan-
den sich zu vielen Patienten mehrere Paraffinblöcke, die alle für die Erstel-
lung des Tissue Microarrays verwendet wurden. Da Paraffinblöcke nur weni-
ge Jahre aufgehoben werden müssen, war es nicht möglich, von allen Pati-
enten histologisches Material zu erhalten. Die Paraffinblöcke und HE Schnit-
te wurden ausgepackt und eine Eingangsliste erstellt. Darauf sind neue 
Nummer, Name und Geburtsdatum des Patienten, der Absender, sowie die 
Anzahl der Paraffinblöcke und HE Schnitte jedes Patienten vermerkt. Bei 
allen Paraffinblöcken, zu denen kein HE Schnitt mitgesandt worden war, fer-
tigte eine Mitarbeiterin der Klinik und Poliklinik für Dermatologie noch einen 
neuen HE Schnitt an. Das histologische Material wurde mit einem orangen 
Klebepunkt und der neuen Nummer versehen. Wegen der besseren Über-
sicht wurde anschließend das zugesandte Material nach der neuen Nummer 
sortiert und in Aufbewahrungsboxen gelagerte. Um Fehler auszuschließen, 
wurde im Anschluss noch einmal neue Nummer, Name, Geburtsdatum, His-
tologienummer, Anzahl des histologischen Materials und der Einsender mit-
einander verglichen. Die Eingangsliste enthält neben dem Absender auch 
dessen Adresse, sodass bei der Rücksendung nicht noch einmal die richtige 
Anschrift gesucht werden musste.  
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3.2.4. Zusammenstellung des Ausgangsmaterials 
 
Das Ausgangsmaterial für die Erstellung des Tissue Microarray war somit 
vorhanden, jedoch musste es noch sortiert, kontrolliert und beschriftet wer-
den. Zunächst wurden alle Paraffinblöcke und HE Schnitte mit der neuen 
Nummer beschriftet, falls das noch nicht geschehen war. Auch erhielten alle 
zugesandten Paraffinblöcke einen orangen, alle aus dem Archiv der Derma-
tologie stammenden Paraffinblöcke einen weißen Klebepunkt. Dadurch kön-
nen die Präparate besser unterschieden werden und das Zurücksenden des 
Materials an die Einsender wurde erleichtert. Im Anschluss wurden alle Pa-
raffinblöcke nach der neuen Nummer sortiert und in großen Aufbewahrungs-
boxen eingeordnet. Die HE Schnitte wurden ebenfalls sortiert, wobei man im 
gleichen Arbeitsschritt noch den jeweils zum Paraffinblock passenden HE 
Schnitt heraussucht, mit dem Paraffinblock verglich und überzählige Schnitte 
separat aufbewahrte. Diese Maßnahme war notwendig geworden, da alle 
histologischen Schnitte zur jeweiligen Histologienummer aus dem Archiv 
herausgesucht worden waren. Darunter befanden sich auch immunhisto-
chemische Färbungen, die für die Erstellung des Tissue Microarrays unge-
eignet waren. Schließlich wurden auch die HE Schnitte nach der neuen 
Nummer geordnet und sicher aufbewahrt. Zur Anfertigung des Tissue Micro-
arrays mussten nun auf den Paraffinblöcken repräsentative Areale des ma-
lignen Melanoms markiert werden, da ansonsten möglicherweise kein Tu-
morgewebe im Tissue Microarray enthalten gewesen wäre und falsche Er-
gebnisse entstanden wären. Dafür wurden die HE Schnitte von Dr. Stefanie 
Meyer und Dr. Peter Wild unter dem Mikroskop geprüft und relevante Stellen 
mit Folienstiften markiert. Nachfolgend kontrollierte Prof. Vogt die Markierun-
gen und korrigierte sie gegebenenfalls. Da jedoch Gewebe aus den Paraffin-
blöcken entnommen werden sollte, mussten die Markierungen von dem je-
weils passenden HE Schnitt auf den Paraffinblock übertragen werden. Dafür 
wurden zunächst die auf dem HE Schnitt und Paraffinblock vorhandenen 
neuen Nummern und Histologienummern verglichen, anschließend der HE 
Schnitt auf den Block gelegt, um eine Übereinstimmung zwischen Schnitt 
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und Block festzustellen. Nach diesem Kontrollvorgang konnte die Markierung 
vom HE Schnitt auf den Paraffinblock übertragen werden. Nachdem nun das 
histologische Material vollständig und für die Anfertigung des Tissue Microar-
rays vorbereitet war, wurde eine Tabelle erstellt, die alle Patienten enthielt, 
deren histologisches Material vollständig vorhanden war. Auf dieser Tabelle 
sind neben der neuen Nummer, der Histologienummer, des Namens und des 
Geburtsdatums auch aufgeführt, woher die Probe stammt und wie viele Pa-
raffinblöcke und HE Schnitte pro Patient verwendet wurden. Insgesamt konn-
te zu 464 Patienten histologisches Material gefunden werden. Dabei handelt 
es sich um 675 Paraffinblöcke und ebenso viele HE Schnitte. Aufgrund der 
Größe der einzelnen Spots, der Gesamtgröße des Tissue Microarrays oder 
zu wenig verwertbarem Materials der Paraffinblöcke konnten lediglich 368 
einzelne Spots für die Verwendung des Tissue Microarrays berücksichtigt 
werden. Neben diesem Tissue Microarray, der Gewebestücke für die Unter-
suchung von Biomarkern enthält, wurde ein zweiter Tissue Microarray er-
stellt. Dieser umfasste 101 Gewebeproben (62 Nävuszellnävi und 39 Mela-
nommetastasen). Dabei handelt es sich neben Positiv- und Negativkontrol-
len, um eine weitere Kontrollgruppe. Diese sollte eine bessere Differenzie-
rung zwischen zellulären Veränderungen gut- bzw. bösartiger Zellen ermög-
licht werden. 
 
 
3.2.5. Tissue Microarray - Erstellung und Ordnungsprinzip 
 
Der Tissue Microarray wurde zum ersten Mal von Kononen 1996 an Brust-
krebsgewebe verwendet (Kononen et al., 1998). Heute wird der Tissue Mic-
roarray in vielen Bereichen der Krebsforschung eingesetzt, wenn es sich um 
teure und aufwendige Tests, wie die in situ Hybridisierung oder die Genom-
austestung handelt (Lang, 2006). Aber auch immunhistochemische Färbun-
gen sind möglich. Durch den Einsatz des Tissue Microarray können bis zu 
1000 paraffinfixierte Gewebsteile in einem Arbeitsabschnitt analysiert wer-
den. Es muss nicht jedes Präparat einzeln gefärbt werden. Die zu untersu-
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chenden Paraffinblöcke werden als Donorblöcke bezeichnet, da Gewebeteile 
entnommen werden. Aus dem Donorblock wird eine für das ganze Gewebe 
repräsentative, zylinderförmige Gewebestanzen mit einem Durchmesser zwi-
schen 0,6 und 2 mm gewonnen (Datta, Kajdacsy- Balla, 2007). Der Durch-
messer ist zum einen von der Anzahl der zu analysierenden Donorblöcke, 
zum anderen von der Größe der Gewebeteile abhängig. Je größer dabei die 
Anzahl der Blöcke und je kleiner die Gewebeteile sind, desto kleiner kann 
auch der Durchmesser gewählt werden. Dafür werden die Donorblöcke mit 
dem jeweiligen HE Schnitt verglichen und wichtige, repräsentative und inte-
ressante Areale markiert. Neben dem Durchmesser spielt auch die Dicke des 
Präparates eine wichtige Rolle. Auf allen Donorblöcken sollte eine Dicke des 
eingebetteten Gewebes von 3 mm nicht unterschritten werden. Vorteilhaft, 
wenn auch nicht zwingend erforderlich, ist eine ähnliche Stärke aller Präpara-
te (Kallioniemi, Wagner, Kononen, Sauter, 2001). Die markierten Areale kön-
nen entweder von Hand, mit Hilfe eines Stereomikroskops oder vollautomati-
siert gestanzt werden (Sapino, et al., 2006, Manley, Mucci, de Marzo, Rubin, 
2001). Die so erhaltenen Stanzzylinder werden nach einem vorgegebenem 
Schema in den Rezipientenblock eingefügt. Als Rezipientenblock wird ein 
Paraffinblock bezeichnet, der nur aus Paraffin und Trägermaterial besteht. In 
den Rezipientenblock sind Zylinder mit dem gleichen Durchmesser und der 
selben Tiefe gestanzt, wie sie die Gewebezylinder aus dem Donorblock be-
sitzen. Im Anschluss werden die Gewebezylinder aus dem Donorblock in die 
dafür vorgesehenen Öffnungen auf dem Rezipientenblock eingebracht. Um 
die Verbindung des Paraffins von Rezipientenblock und Gewebezylinder zu 
verbessern und damit die Bearbeitung zu erleichtern, wird der Tissue Mic-
roblock für 20 Minuten bei 45° Celsius inkubiert. Nach einer kurzen Abkühl-
zeit kann der Tissue Microblock weiter verwendet werden (Sapino et al., 
2006). Das Schema zur Einbettung der Gewebestücke kann nach unter-
schiedlichen Auswahlkriterien erfolgen. In einigen Fällen werden zufällig Zy-
linder nebeneinander angeordnet, meist werden die Gewebeteile jedoch in 
einer vorher festgelegten Ordnung eingebracht. Zusätzlich müssen, je nach 
dem im Anschluss verwendeten Antikörper, passende Positiv- und Negativ-
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kontrollen eingebracht werden. Werden an einem Microarrayblock verschie-
denen Antikörper getestet, müssen zu jedem einzelnen verwendeten Anti-
körper Positiv- und Negativkontrollen bei der Herstellung des Microarrayblo-
ckes bedacht werden. Vorteile des Tissue Microarrays im Vergleich zur Ein-
zelschnittfärbung sind die Einsparung teuerer Materialien und Reagenzien. 
Auch kann ein Donorblock mehrfach verwendet und damit wertvolles Gewe-
be für verschiedene Studienzwecke genutzt werden. Durch die einheitliche 
Färbetechnik aller Gewebeteile sind die Ergebnisse besser miteinander ver-
gleichbar sowie Fehler und Artefakte einfacher zu erkennen (Lang, 2006). 
Andererseits ist zum Teil durch die Größe der Stanzzylinder die Aussagekraft 
eingeschränkt (Kim, Paik, 2006). Wegen der großen Fallzahl und der größe-
ren Erfahrung erfolgte die Herstellung des Tissue Microarrays am Institut für 
Pathologie der Universität Zürich. 
 
A: 
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B: 
 
 
 
Abbildung 3.7. Erstellung des Tissue Microarrays 
A: technisches Vorgehen bei der Erstellung eines Tissue Mic-
roarrays: Zunächst wird repräsentatives Gewebe mithilfe ei-
nes Stanzzylinders manuell oder automatisch aus dem Do-
norblock entnommen (Bildausschnitt oben links). Im weiteren 
Verlauf werden die Gewebezylinder in den Rezipientenblock 
eingebracht. Dieser Vorgang wird wiederholt bis sich alles zu 
verwendende Material auf den Rezipientenblock befindet 
(Bildausschnitt unter links). Im Anschluss kann der Tissue 
Microarray geschnitten und mit verschiedenen Antikörpern 
gefärbt werden (Bildausschnitt rechts). 
 B: Tissue Microarray gefärbt mit S100 (Positivkontrolle) 
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3.3. Immunhistochemie 
3.3.1. Grundprinzip 
 
Der erstellte Tissue Microarray konnte nachfolgend geschnitten und immun-
histochemisch gefärbt werden. Die Grundlagen der Immunhistochemie ge-
hen auf Antigen - Antikörper Reaktionen zurück, die bereits seit den 60er 
Jahren des letzten Jahrhunderts bekannt sind. Seit Mitte der 80er Jahre hat 
die Immunhistochemie Einzug in die Routinediagnostik gefunden, da Sensiti-
vität und Spezifität für viele Tests sehr gut sind. In erster Linien in der Tu-
mordiagnostik und Therapie spielen immunhistochemische Methoden eine 
wichtige Rolle. Durch jahrelange Forschung konnten Antikörper gefunden 
werden, die spezifisch gegen Tumorzellen gerichtet sind. Die Immunhisto-
chemie basiert auf einer Wechselwirkung zwischen Antigen und Antikörper. 
Als Antigene bezeichnet man die Oberflächenstrukturen auf Zellen oder Ge-
weben. Die gegen die Antigene gerichteten Antikörper sind je nach Verwen-
dungszweck mono- oder polyklonal und können bei verschiedenen Firmen 
bestellt werden. Vor den eigentlichen Versuchen muss der Antikörpertiter, 
also diejenige Konzentration mit optimalem spezifischen Färbeergebnis, be-
stimmt werden. Dies erfolgt durch Verdünnen des Antikörpers mit Verdün-
nungslösungen wie Tris-Puffer oder PBS. Auch die Einhaltung von Tempera-
tur und Zeit sind von entscheidender Bedeutung. Werden Informationen 
diesbezüglich nicht vom Hersteller mitgeliefert, müssen sie in verschiedenen 
Vorversuchsserien selbst getestet werden (Lang, 2006). Sind wie in unserem 
Fall bereits in Paraffin eingebettete Blöcke vorhanden, müssen diese noch 
geschnitten werden. Dazu wird der Paraffinblock ca. für 15 Minuten auf eine  
-10 bis -15° Celsius kalte Kühlplatte gelegt. Gleichzeitig kann je nach Art des 
Schneidegerätes das Messer eingespannt, das Wasserbad auf 45° Celsius 
erwärmt und die Adhäsiv-Objektträger beschriftet werden. Im Anschluss wird 
mithilfe eines Schlitten- oder Rotationsmikrotoms der Paraffinblock zunächst 
grob geschnitten, d.h. die Oberfläche geglättet. Anschließend werden zwi-
schen 20 und 40 µm dicke Schnitte angefertigt und mit einem Pinsel vorsich-
tig ins Wasserbad befördert. Von dort werden diese mit dem Adhäsiv-
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Objektträger entnommen und trocknen entweder an der Luft oder bei etwa 
60° Celsius für eine Stunde im Ofen (Lang, 2006). Nach dem Schneiden 
müssen die angefertigten Schnitte entparaffiniert werden. Dies erfolgt übli-
cherweise mit Xylol. Nach dem Entparaffinieren werden die Schnitte in einer 
absteigenden Alkoholreihe bis zum Aqua dest. rehydriert. Durch verschieden 
Verfahren wie proteolytisches Andauen, Hitze, ect. können Antigene demas-
kiert und somit besser nachweisbar gemacht werden. Im Anschluss beginnt 
die Anfärbung des Gewebes. 
In der Literatur werden verschiedene immunhistochemische Färbemethoden 
beschrieben. Bei der LAB/LSAB- Methode, wie sie für unsere Versuche ver-
wendet wurde, wird die starke Affinität zwischen Avidin bzw. Streptavidin und 
Biotin genutzt. Nach der Bindung des Primärantikörpers bindet der mehrfach 
biotinylierte Sekundärantikörper an das Enzym-konjugierte Avidin bzw. Strep-
tavidin. Hierdurch kommt es zu einem Verstärkereffekt und somit zu einer 
besseren Sichtbarkeit einer positiven Reaktion. Nach Abschluss der vorher 
beschriebenen Abläufe wird mit Hämalaun gegengefärbt um die Morphologie 
der Kerne besser darzustellen (Lang, 2006). 
 
3.3.2. Methylthioadenosinphosphorylase 
 
Die Methylthioadenosinphosphorylase (MTAP) spielt eine wichtige Rolle im 
Polyaminmetabolismus. Dabei katalysiert MTAP die Phosphorylierung von 
Methylthioadenosin (MTA), einem Nebenprodukt der Polyaminsynthese. Me-
thylthioadenosin hemmt sehr potent die Polyaminaminopropyltransferase 
und die Methyltransferase (Behrmann et al., 2003). Zusätzlich ist MTAP es-
sentiell sowohl für die Synthese von Adenin als auch für Methionin. Adenin 
wird im Folgenden zu AMP umgewandelt, einer für die Energieversorgung 
der Zellen wichtigen Verbindung (Marce et al., 2006). Das MTAP Gen be-
steht aus 8 Exons und 7 Introns und ist auf dem Chromosom 9p21 lokalisiert. 
In unmittelbarer Nachbarschaft zum MTAP Gen finden sich die Gene für p15, 
p16, IFNA und IFNB (Behrmann et al., 2003). In allen Zellen und Geweben 
wird MTAP exprimiert (Marce et al., 2006). Maligne Melanome weisen eben-
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so wie andere Tumore selektive Mutationen in diesen Regionen auf. Dadurch 
kann die Expression von MTAP verringert werden. Jedoch kann diese Ver-
ringerung auch durch eine Hypermethylierung dieser Region verursacht sein 
(Wild et al., 2006). Es konnte gezeigt werden, dass eine Verringerung der 
Expression von MTAP zu einer Progression melanozytärer Tumore führt. 
Dabei zeigte sich ein Expressionsverlust von gutartigen Nävuszellnävi zur 
Melanommetastase hin (Behrmann et al., 2003). Darüber hinaus hat MTAP 
Einfluss auf die STAT1 Aktivität. STAT1 ist ein essentieller Aktivator für den 
Interferon γ Signalweg. Daraus kann ein Zusammenhang zwischen der 
MTAP Expression und dem Ansprechen einer Interferontherapie über STAT1 
hergestellt werden (Mowen et al., 2001). Diese Genprodukte sollten exem-
plarisch die Tauglichkeit der Färbung, des Tissue Microarrays und deren 
Auswertbarkeit belegen. 
 
3.3.3. Färbung 
 
Die immunhistochemische Färbung des Tissue Microarray erfolgte nach der 
LAB/LSAB Methode. Dafür wurden die Schnitte des Tissue Microarrays zu-
nächst mit Xylol entparaffiniert und anschließend mit einer absteigenden Al-
kohohlreihe rehydratisiert. Danach wurden die Schnittpräparate mit dem Pri-
märantikörper inkubiert. Es handelte sich hierbei um einen polyklonalen 
Huhn Anti-MTAP Antikörper, sowie um einen polyklonalen Kaninchen Anti-
STAT1 Antikörper. Der polyklonale Huhn Anti-MTAP Antikörper wurde von 
Dr. D. Carson, University of California zur Verfügung gestellt. Der polyklonale 
Kaninchen Anti-STAT1 Antikörper stammt von der Firma Abcam. Der Huhn 
Anti-MTAP Antikörper wurde in einer Konzentration von 1: 1.500, der Kanin-
chen Anti-STAT1 Antikörper in einer Konzentration von 1:100 verwendet. 
Beide wurden auf dem jeweiligen Präparat über Nacht bei 4°Celsius inku-
biert. Nach einem Waschschritt wurde der Sekundärantikörper aufgebracht. 
Dafür wurde biotinylierter Antihuhnantikörper der Firma Jackson ImmunoRe-
search Laboratories Ltd., West Grove, PA in einer Konzentration von 
1:1.000, sowie biotinylierter Antikaninchenantikörper der Firma Zytomed Sys-
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tems, Berlin, Germany ebenfalls mit einer Konzentration von 1:1.000 ver-
wendet. Der Sekundärantikörper wurde jeweils für 30 Minuten bei Raumtem-
peratur inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt erfolgte die Inkubation 
mit Streptavidin-Peroxidase der Firma Dako Cytomation GmbH, Germany für 
30 Minuten bei Raumtemperatur. Um die Antikörperbindung sichtbar zu ma-
chen wurde AEC Lösung der Firma Dako verwendet. Zuletzt wurden die Prä-
parate mit Hämalaun gegengefärbt und getrocknet. Als Positivkontrolle für 
den MTAP Antikörper diente ein Präparat eines Plattenepithelkarzinoms der 
Haut. Als Positivkontrolle für den STAT1 Antikörper diente ein Präparat eines 
Mammakarzinoms. Die Positivkontrollen wurden parallel zum Tissue Microar-
ray Präparat gefärbt. Es wurden gleiche Reagenzien und Inkubationszeiten 
eingehalten. Als Negativkontrolle diente ein Schnitt des Tissue Microarrays. 
Dieser wurde mit allen Reagenzien außer dem Primärantikörper, wie oben 
beschrieben behandelt. 
 
3.3. Auswertung des Melanom Tissue Microarrays 
3.3.1. Digitalisierung der histologischen Präparate 
 
Nach dem Schneiden und Färben der aus dem Tissue Microarray gewonne-
nen Schnittpräparate, begann die Auswertung. Ein zunächst unternommener 
Versuch, die Präparate unter dem Lichtmikroskop auszuwerten, scheiterte, 
da aufgrund der Vergrößerung die Übersicht und die Zuordnung der Spots 
zur Auswertungsmatrix erschwert war. Des Weiteren war wegen der Vielzahl 
der Spots diese Auswertung nicht möglich, da es zur Verwechslung einzelner 
Spots kam. Daher wurden die Schnitte digitalisiert (Miramax Scanner), auf 
den Computer übertragen und konnten dort ausgewertet werden. Die benö-
tigte Kamera und Software wurde vom Caritas Krankenhaus Sankt Josef in 
Regensburg und dem Institut für Pathologie der Universitätsklinik Regens-
burg zu Verfügung gestellt. Dafür wurden die auf Objektträger aufgebrachten 
Präparate digital fotografiert und in den Computer eingelesen. Mit dem Pro-
gramm MIRAX Viewer Version 1,9,25,0 von Carl Zeiss Microlmaging konnte 
im Anschluss daran mit der Auswertung begonnen werden. Dafür wurde je-
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des gefärbte und auf Objektträger aufgebrachte Präparat eingelesen und 
nach dem jeweiligen Antikörper benannt, mit dem dieser Schnitt gefärbt wor-
den war. Zusätzlich wurde der Tissue Microarray zur Analyse von Biomar-
kern ZTMA 95, der Kontrolltissue Microarray mit Nävuszellnävi und Metasta-
sen ZTMA 102 benannt. Daraus ergibt sich, dass zu jedem potentiellen Bio-
marker zwei Tissue Microarrayschnittpräparate vorhanden sind. Die Vergrö-
ßerungsfunktion des Auswerteprogramms ermöglichte einen besseren Über-
blick über die Spots, so dass Verwechslungen minimiert werden konnten. 
Außerdem konnten Details wegen der bis zu 40fachen Vergrößerung besser 
dargestellt werden. Jedoch stellte sich heraus, dass durch die Digitalisierung 
die Färbung wesentlich intensiver sichtbar wurde. Auf der einen Seite wurde 
hierdurch die Auswertung erleichtert, auf der anderen Seite besteht die Ge-
fahr falsch– positiver Auswertergebnisse und Bewertungen. Darüber hinaus 
mussten die Schnitte vor der Digitalisierung gründlich gereinigt werden, da 
ansonsten die Verschmutzung den Spot überdeckte.  
 
3.4.2.Auswertung des Tissue Microarrays 
 
Die Auswertung des Tissue Microarrays erfolgte wie oben beschrieben am 
Computer. Dafür wurde eine Maske angefertigt, auf der die einzelnen Spots 
des Tissue Microarrays eingezeichnet und nummeriert waren. Diese Maske 
wurde vervielfältigt und mit dem jeweiligen Antikörper und der Tissue Micro-
array Nummer beschriftet. So entstand für jede Färbung und für jeden Tissue 
Microarray eine Vorlage. Mit diesen Vorlagen begann die Auswertung des 
Tissue Microarrays. Dafür wurde zunächst der mit S100 gefärbte Tissue Mic-
roarray ausgewertet um zu garantieren, dass es sich bei den Spots tatsäch-
lich um Gewebe eines malignen Melanoms, bzw. eines Nävuszellnävus, bzw. 
einer Melanommetastase handelte. Für die Auswertung wurden fünf ver-
schiedene Zeichen benützt. Ein Strich (/) bedeutete, dass der Spott nicht 
vorhanden war. Dabei handelte es sich um Spots, die beim Schneiden und 
Färben des Tissue Microarrays abgeschwommen waren. War der Spot vor-
handen, konnte dieser negativ (0), einfach (+), zweifach (++) oder dreifach 
                                                                                                                            46 
(+++) positiv sein. Diese Zeichen wurden in die für die jeweilige Färbung vor-
gesehene Maske eingetragen. Der Tissue Microarray wurde zunächst mit 
Hilfe des Programms MIRAX Viewer in einen groben Überblick gemustert. 
Für Antikörper, die das Zytoplasma färben, wurde dabei im besonderen auf 
die Intensität der Färbung, also die am stärksten und die am schwächsten 
gefärbten Spots geachtet. Nach dem Festlegen des Spots mit der stärksten 
bzw. der schwächsten Färbung, sowie deren Einstufung in die Skala von 0 
bis +++, wurde mit der Auswertung nach der jeweiligen Nummerierung be-
gonnen. Für die Auswertung des gegen MTAP gefärbten Präparats wurde 
ein 3 stufiges System von 0 bis ++, für das gegen STAT1 gefärbte Präparat 
ein 4 stufiges von 0 bis +++ verwendet. Dazu wurden in jedem Spot nach 
histologischen Kriterien und unter zu Hilfenahme der S100 Färbung die Tu-
morzellen aufgesucht und nach der Färbeintensität des Zytoplasmas beur-
teilt. Zum Ausschluss von Artefakten und Melaninüberlagerungen wurde die 
Negativkontrolle als Vergleich verwendet. Das jeweilige Zeichen wurde in die 
vorgesehene Maske eingetragen. Daneben wurden auch Antikörper, die Be-
standteile des Zellkerns färben, verwendet. Diese mussten auf eine andere 
Art ausgewertet werden. Hierfür wurde der Schnitt ebenfalls grob gemustert. 
Anschließend wurden die positiv und negativ gefärbten Kerne eines reprä-
sentativen Areals ausgezählt und das prozentuale Verhältnis berechnet. So-
mit ergab sich ein Prozentwert zwischen 0 und 100%. Dieser Wert wurde 
wiederum in die dafür vorgesehene Maske eingetragen. Mit diesen Verfahren 
erfolgte die Auswertung sämtlicher Tissue Microarrays. 
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Abbildung 3.8.: MTAP Färbung einzelner Spots 
 A und B: keine positive Färbereaktion 
 C und D: einfach positive Färbereaktion 
 E und F: zweifach positive Färbereaktion 
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4. Ergebnisse 
4.1. Statistik 
 
Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software SPSS in der Ver-
sion 15.0 (SPSS, Chicago, IL, USA). Es wurden sämtliche Gewebeproben 
des Tissue Microarrays voneinander unabhängig betrachtet. Ein statistischer 
Zusammenhang zwischen klinisch-pathologischen Daten und immunhisto-
chemischen Parametern wurde mit Kontingenztabellenanalyse, zweiseitigen 
Chi - Quadrat und Fischer-Exakt-Tests untersucht. Lediglich Patienten mit 
einem Follow up über 6 Monate konnten berücksichtigt werden. Die Überle-
benskurven für das Gesamtüberleben und das rezidivfreie Überleben wurden 
nach Kaplan und Meier berechnet, wobei eine Abschätzung des statistischen 
Unterschiedes mit zweiseitigem Log Rank - Test erfolgte. Als rezidivfreies 
Überleben wurde die Zeit von der Erstdiagnose bis zum letzten gemeldeten 
Kontrolltermin definiert. Die Zeit zwischen Erstdiagnose und letztem gemel-
det Kontrolltermin oder dem nicht Melanom-assoziierten Tod legten wir als 
Gesamtüberleben fest. Als signifikant galt ein p-Wert von <0,05. Die unab-
hängige prognostische Relevanz von MTAP und STAT1 wurde mit Hilfe des 
multivariablen Cox Regressionsmodels ermittelt. Dabei war die Tumordicke 
eine konstanter Faktor, die Interferontherapie eine variable Größe. Weitere 
Modelle, die einen Zusammenhang zwischen MTAP bzw. STAT1 Expression 
und Interferontherapie finden sollten, wurden angewandt. Auf eine multivaria-
te Testung wurde wegen der geringen Fallzahl verzichtet.  
 
4.2. Auswertung des Tissue Microarrays am Beispiel von Methylthioadeno-
sinphosphorylase 
 
Es sollte durch die Auswertung des Tissue Microarrays die Frage beantwor-
tet werden, ob es sich bei MTAP oder STAT1 um Tumordicke-unabhängige 
Faktoren hinsichtlich des rezidivfreien Überlebens und des Gesamtüberle-
bens handelt und eine Vorhersage hinsichtlich des Nutzens einer adjuvanten 
Interferon α-Therapie zu treffen sind. Zudem wollten wir nachweisen, ob ein 
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Zusammenhang zwischen der Expression von MTAP und der Entwicklung 
vom melanozytären Nävus zum malignen Melanom besteht. Die Auswertung 
der Ergebnisse des Tissue Microarrays für MTAP war in 392 von 461 Fällen 
erfolgreich. Dies entspricht einem prozentualen Anteil von 85%. Im Falle von 
STAT1 konnten 440 von 461 Fällen ausgewertet werden. Der prozentuale 
Anteil beträgt 95%. 69 bzw. 21 Fällen konnten wegen Fehlen des Spots auf 
dem Tissue Microarray, unauswertbarer Spots oder dem Fehlen wichtiger 
Informationen des Follow ups nicht ausgewertet werden. Eine Expression 
von MTAP konnte in 81%, das heißt in 317 von 392 Spots nachgewiesen 
werden. Hingegen betrug die Expression von STAT1 lediglich 37%. Es waren 
164 von 440 Spots positiv für STAT1. Eine signifikante Reduktion (p<0.001) 
der MTAP Expression in primären malignen Melanomen und Melanomme-
tastasen im Vergleich zu benignen Nävuszellnävi konnte festgestellt werden. 
Im Gegensatz dazu zeigte sich eine signifikante Steigerung (p<0.001) der 
Expression von STAT1 in primären Melanomen und Melanommetastasen.  
 
 
Tabelle 4.1. Klinisch-pathologische Daten und Expression  
 
 A: von MTAP 
 B: von STAT 
 
A: 
 
 
 
 
 
 
1 Chi 2- Test 
2 nur initiale und unifokale Melanome 
 
 
Melanozytäre Verän-
derungen (n=461) 
MTAP Expression   
 Untersuchte 
Spots (n)3 
Negative Spots 
(n) 
Positive Spots (n) P1 
Total 392 75 317  
Primäre maligne 
Melanome2 
297 55 242  
Melanonmetastasen 34 19 15 <0.001 
Nävuszellnävi 61 1 60  
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B: 
 
 
 
3 fehlende Daten: n=69 
4 fehlende Daten: n=21 
 
 
Zusätzlich wurden klinisch-pathologische Daten mit den immunhistochemi-
schen Ergebnissen verglichen. Dabei war die Reduktion der Expression von 
MTAP in primären malignen Melanomen signifikant mit einem höheren Clark 
Level (p<0.05) und einer Zunahme der Tumordicke (p<0.01) korreliert. Eine 
Zunahme der STAT1 Expression korrelierte mit dem weiblichen Geschlecht 
(p<0.05) und der Tumordicke zwischen 1,5 und 4 mm (p<0.05). Unterschiede 
in der Expression von MTAP und STAT1 innerhalb der Nävi, zum Beispiel 
zwischen dermalen Nävi und Compoundnävi konnten nicht festgestellt wer-
den. 
 
 
 
Tabelle 4.2. Untersuchung der MTAP und STAT1 Expression melanozytärer 
Tumore mithilfe des Tissue Microarray 
 
 
A: für MTAP 
B: für STAT1 
 
 
 
Melanozytäre Verän-
derungen (n=461) 
STAT1 Expression   
 Untersuchte 
Spots (n)4 
Negative Spots 
(n) 
Positive Spots (n) 
 
P1 
Total 440 276 164  
Primäre maligne 
Melanome 
341 194 147  
Melanommetastasen 39 24 15 <0.001 
Nävuszellnävi 60 58 2  
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A: 
   MTAP Expression (n=358)4 
   Untersuchte 
Spots (n) 
Negative 
Spots (n) 
Positive 
Spots 
(n) 
Primäre maligne 
Melanome2 
     
 Alter      
  < 60 152 28 124 
  >60 145 27 118 
 Geschlecht     
  weiblich 141 26 115 
  männlich 156 29 127 
 Clark Level3     
  I 1 0 1 
  II 61 4 57 
  III 90 15 75 
  IV 119 29 90 
  V 13 4 9 
 Tumordicke     
  < 1.5 mm 172 22 150 
  1.5 – 4 
mm 
78 18 60 
  > 4mm 41 13 28 
 Lymphknotenstatus     
  pN0 261 48 213 
  pN1 9 0 9 
  pN2 5 2 3 
  pN3 4 2 2 
Nävuszellnävi      
 Compondnävi  35 1 34 
 Dermale Nävi  26 0 26 
  
 
B: 
 
   STAT1 Expression (n=401)5  
   Untersuchte 
Spots (n) 
Negative 
Spots (n) 
Positive 
Spots 
(n) 
P1 
Primäre maligne 
Melanome2 
      
 Alter       
  < 60 172 92 80 0.229 
  >60 169 102 67  
 Geschlecht      
  weiblich 157 80 77 <0.05 
  männlich 184 114 70  
 Clark Level3      
  I 1 1 0  
  II 68 44 24 0.078 
  III 101 62 39  
  IV 142 68 74  
  V 12 8 4  
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 Tumordicke      
  < 1.5 
mm 
198 121 77 <0.05 
  1.5 – 4 
mm 
89 40 49  
  > 4mm 48 29 19  
 Lymphknotenstatus      
  pN0 298 169 129  
  pN1 11 6 5 0.953 
  pN2 6 4 2  
  pN3 4 2 2  
Nävuszellnävi       
 Compondnävi  34 32 2 0.5 
 Dermale Nävi  26 26 0  
 
 
1 Fischer Exakttest (2-seitig) für 2x2 Tabellen, ansonsten Chi2- Test  
2 nur initiale und unikokale Melanome 
3 Sobin, Wittekind:TNM Classification of malignant Tumors. 6th ed. 
New York, NY: John Wiley & Sons Inc.; 2002 
4 fehlende Daten n=69 
5 fehlende Daten n=21 
 
 
 
MTAP positive und negative, bzw. STAT1 positive und negative Fälle wurden 
hinsichtlich des Gesamtüberlebens und des rezidivfreien Überlebens mit Hil-
fe von univariaten Log Rank - Tests überprüft. Dabei ergab sich eine signifi-
kante Übereinstimmung zwischen der MTAP Expression in primären malig-
nen Melanomen, dem Gesamtüberleben (p<0.01) und dem rezidivfreien Ü-
berleben (p<0.05). Für STAT1 konnte keine Korrelation mit dem 
Gesamtüberleben (p=0.160) und dem rezidivfreiem Überleben (p=0.492) 
gefunden werden. Daraus lässt sich eine prognostische Relevanz von MTAP, 
nicht jedoch von STAT1 ableiten. 
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Tabelle 4.3 Cox Regressionsmodell für das rezidivfreie Überleben von Pati-
enten mit primären malignen Melanomen (n=174)1 
 
 
 
1 fehlende Daten n=82, 104 Fälle herausgenommen 
2 dichotome Variable 
3 konstante Variable 
 
 
 
Tabelle 4.4. Cox Regressionsmodell für das Gesamtüberleben von Patienten 
mit primären malignen Melanomen (N= 282)1 
 
 
 
1 fehlende Daten n=78 
2 dichotome Variable 
3 konstante Variable 
 
 
 
 
 
 
 
 
 P Hazard Ratio Hazard Ration (95% Konvi-
denzintervall) 
 
   Untergrenze Obergrenze 
MTAP Expression2 
(negative versus 
positiv) 
0.007 0.361 0.172 0.758 
Interferontherapie2 0.002 2.878 1.477 5.609 
Tumordicke3 0.001 1.164 1.063 1.274 
STAT1 Expression2 
(negativ versus posi-
tiv) 
0.930 1.030 0.531 1.998 
 P Hazard Ra-
tio 
Hazard Ratio (95% 
Konvidenzintervall) 
 
   Untergrenze Obergrenze 
MTAP Expression2 
(negativ versus positiv) 
0.036 0.554 0.319 0.962 
Interferontherapie2 0.028 1.797 1.065 3.033 
Tumordicke3 0.000 1.133 1.057 1.214 
STAT1 Expression2 
(negativ versus positiv) 
0.293 0.776 0.485 1.244 
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Tabelle 4.5. Univariable Analyse der klinisch-pathologischen Daten und des 
rezidivfreien Überlebens, bzw. Gesamtüberlebens von Patienten mit primä-
ren malignen Melanomen (n=360) 
 
 
 
 
 
1 nur initiale und unifokale Melanome  
2 Log rank Test ( 2- seitig) 
3 Sobin, Wittekind:TNM Classification of malignant Tumors. 6th ed. 
New York, NY: John Wiley & Sons Inc.; 2002 
 
 
Im Cox Regressionsmodel mit variabler Selektion zeigte sich die MTAP Ex-
pression als unabhängiger prognostischer Marker sowohl für das Gesamt-
überleben (Hazard Ratio 0.554; 95% Konvidenzintervall: 0.319-0.962; 
  Rezidiv   Tumorbedingter 
Tod 
  
  n Ereignisse P2 n Ereignisse P2 
Alter bei Diagnose        
 < 60 176 33 0.202 178 42 0.124 
 > 60 180 20  182 3  
Geschlecht        
 weiblich 164 20 0.914 168 32 0.003 
 männlich 192 33  192 63  
Clark Level3        
 I 1 0  1 0  
 II 74 2  75 8  
 III 106 6 <0.001 106 11 <0.001 
 IV 143 34  146 59  
 V 14 5  14 11  
Tumordicke        
 < 1.5 
mm 
206 9  209 24  
 1.5 - 
4mm 
96 22 <0.001 96 35 <0.001 
 > 4mm 48 20  49 33  
Lymphknotenstatus        
 pN0 314 42  317 74  
 pN1 11 6 <0.01 11 8 <0.001 
 pN2 6 2  6 5  
 pN3 4 2  4 3  
MTAP Expression        
 negativ 53 11 <0.05 55 19 <0.01 
 positiv 240 36  242 63  
STAT1 Expression        
 negativ  192 31 0.492 194 57 0.160 
 positiv 145 19  147 32  
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p<0.05), als auch für das rezidivfreie Überleben (Hazard Ratio 0.361; 95% 
Konfidenzintervall: 0.172-0.758; p<0.01). Im Gegensatz dazu konnte kein 
Zusammenhang zwischen STAT1 Expression, Gesamtüberleben und rezi-
divfreiem Überleben belegt werden. Beide Cox Regressionsmodelle wurden 
von Interferontherapie und Tumordicke beeinflusst. Zusätzlich wurden Cox 
Regressionsmodelle mit variabler Selektion durchgeführt. Dabei wurden 
MTAP bzw. STAT1 Expression mit Interferontherapie korreliert. Es konnte 
kein signifikanter Zusammenhang hergestellt werden. 
Um gegebenenfalls einen therapeutischen Vorteil einer Therapie mit Interfe-
ron α zu sehen, wurde aus Patienten, deren primäres malignes Melanom 
eine Tumordicke zwischen 1.5 und 4 mm besaß, ein neues Kollektiv gebildet. 
Interferon α wird als adjuvante Therapie bei Patienten mit Tumordicke über 
2mm oder nach Lymphknotenmetastasen eingesetzt. Man verwendet zu-
meist 3 Millionen IE Interferon, dass dreimal wöchentlich für 24 Monate sub-
kutan injiziert wird (Hausschild et al., 2008). Diese Gruppe wurde ausge-
wählt, da sie repräsentativ für Patienten mit adjuvanter Therapie war. In die-
ser Subgruppe zeigten Patienten mit einem MTAP positiven primären malig-
nen Melanom und adjuvanter Interferon α Therapie ein signifikant längeres 
rezidivfreies Überleben (p<0.05) als Patienten mit MTAP negativen primären 
malignen Melanomen mit adjuvanter Therapie. Außerdem ließ sich eine Ten-
denz dazu feststellen, dass MTAP positive primäre Melanome mit adjuvanter 
Interferontherapie ein längeres Gesamtüberleben aufwiesen. Das mittlere 
Gesamtüberleben lag in der MTAP positiven Gruppe bei 80 Monaten, im 
Vergleich zu 35 Monaten in der MTAP negativen Gruppe (p=0.119). Im Ver-
gleich zwischen MTAP positiven und MTAP negativen Primärtumoren ohne 
Interferontherapie ließ sich kein Unterschied im Gesamtüberleben (p=0.241) 
und im rezidivfreien Überleben (p=0.836) feststellen. Patienten mit STAT1 
positiven Primärtumoren und Interferon α Therapie zeigten kein verlängertes 
rezidivfreies Überleben (p=0.074), jedoch ein errechnetes verlängertes Ge-
samtüberleben (p<0.05). Wiederum zeigt sich kein Unterschied zwischen 
STAT1 positiven und negativen Primärtumoren ohne Interferontherapie im 
Hinblick auf Gesamtüberleben (p=0.512) und rezidivfreies Überleben 
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(p=0.203). Maligne Melanome mit einer Tumordicke über 4 mm mit oder oh-
ne Interferontherapie zeigten weder für MTAP noch für STAT1 eine signifi-
kante Verlängerung im Gesamtüberleben noch im rezidivfreien Überleben. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.6. Rezidivfreies Überleben in Abhängigkeit von MTAP 
 
 
 
 
 
 
 
Anzahl der Patienten         
Zeit (Monate) 0 20 40 60 80 100 120 140 
MTAP negativ 53 8 4 0 0 0 0 0 
MTAP positiv 240 59 21 8 3 2 1 1 
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Abbildung 4.7. Gesamtüberleben in Abhängigkeit von MTAP 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anzahl der Patienten           
Zeit (Monate) 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 
MTAP negativ 55 44 23 9 2 0 0 0 0 0 
MTAP positiv 242 228 172 116 33 4 3 3 1 1 
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Abbildung 4.8. Rezidivfreies Überleben mit Interferontherapie in Abhängigkeit 
von MTAP 
 
 
 
 
 
Anzahl der Patienten    
Zeit ( Monate) 0 20 40 
MTAP negativ 5 0 0 
MTAP positiv 29 12 2 
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Abbildung 4.9. Rezidivfreies Überleben ohne Interferontherapie in Ab-
hängigkeit von MTAP 
 
 
 
 
 
 
Anzahl der Patienten     
Zeit (Monat) 0 20 40 60 
MTAP negativ 13 5 3 0 
MTAP positiv 31 9 4 2 
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4.3. Zusammenfassung am Beispiel von Methylthioadenosinphosphoryla-
se 
 
In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass der Tissue Microarray geeignet 
ist, prognostisch und therapeutisch relevante Erkenntnisse zu gewinnen. Die 
MTAP Expression ist sowohl von prognostischer als auch von prädiktiver Re-
levanz. So war eine Expression von MTAP mit einem signifikant verlängerten 
Gesamtüberleben und rezidivfreien Überleben korreliert. Patienten mit MTAP 
positiven Tumoren haben unter Interferontherapie eine bessere Prognose 
hinsichtlich des rezidivfreien Überlebens als MTAP negative Patienten. Ob 
Patienten mit MTAP positiven Tumoren generell von einer Interferontherapie 
profitieren bleibt ungewiss. Für einen Zusammenhang zwischen STAT1 Ex-
pression und Verlängerung des rezidivfreien Überlebens, bzw. des Gesamt-
überlebens konnte kein Hinweis gefunden werden. Auch Vorteile im rezi-
divfreien Überleben hinsichtlich der STAT1 Expression und Interferonthera-
pie konnten nicht gezeigt werden. Gleichzeitig stellte sich heraus, dass es 
von Nävi beginnend über primäre maligne Melanomen zu Melanommetasta-
sen eine Abnahme der MTAP Expression und eine Zunahme der STAT1 Ex-
pression gibt. Darüber hinaus war die MTAP Expression mit dem Clark-Level 
und der Tumordicke, die STAT1 Expression mit dem weiblichen Geschlecht 
und der Tumordicke korreliert. Daraus lässt sich schließen, dass sowohl 
MTAP als auch STAT1 keine Tumordicke-unabhängigen Prognosefaktoren 
sind (Meyer et al., 2009). Bereits in einer zuvor durchgeführten Studie von 
Wild et al. konnte die Prognoserelevanz von MTAP und der prädiktive Wert 
von MTAP im Hinblick auf eine Interferontherapie ermittelt werden. Jedoch 
waren die Fallzahlen verhältnismäßig für diese spezifische Fragestellung zu 
gering, so dass eine Überprüfung der Ergebnisse und eine Ausweitung der 
statistischen Analysen notwendig wurden (Wild et al., 2006). In der neuen 
Studie diente ein wesentlich größeres Patientenkollektiv als Basis für die Un-
tersuchungen.  
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5. Diskussion 
 
Der Tissue Microarray wird in der Tumorforschung zur Beurteilung verschie-
denster Tumorentitäten eingesetzt. Als vorteilhaft hat sich erwiesen, dass 
neben immunhistochemischen Färbungen auch Fluoreszenz in situ Hybridi-
sierungen oder mRNA in situ Hybridisierungen möglich sind (Kallinomiemi et 
al., 2001). Bei Brustkrebspräparaten konnte gezeigt werden, dass ein 0,6 
mm großes Gewebestück repräsentativ für das Gesamtpräparat ist (Zhang et 
al, 2003). Da normalerweise bei der Gewebeanalyse keine Veränderung der 
Hybridisierungs- und Färbeprotokolle im Vergleich zu herkömmlichen histo-
logischen Präparaten notwendig ist, stellt der Tissue Microarray ein sehr ef-
fektives Verfahren da (Nocito et al. 2001). Jedoch besteht im Ausgangsmate-
rial eine große Heterogenität. Diese betrifft nicht nur die Tumordicke, sondern 
auch das Alter und den Zustand des Ausgangsmaterials. Zudem wird zu-
meist Tumormaterial von verschiedenen Patienten mit dem gleichen Tumor 
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass Unterschiede in den einzelnen 
Spots keinen Einfluss auf die Ergebnisse der Auswertung des Tissue Micro-
arrays haben (Bubendorf et al., 2004). Auch Sapino et al. konnten zeigen, 
dass ein Stanzzylinder in 90% der Fälle repräsentativ für das gesamte histo-
logische Präparat ist (Sapino et al., 2006). Alter und Fixierung des Aus-
gangsmaterials spielen lediglich für die mRNA in situ Hybridisierung eine Rol-
le, da es zu Degeneration des Materials kommen kann. Obwohl eine maxi-
male Zahl von 2400 Spots pro Tissue Microarray theoretisch möglich ist, ent-
halten Tissue Microarrays im Allgemeinen nicht mehr als 1000 Spots. In die-
sem Zusammenhang spielt vor allem die Größe des einzelnen Spots eine 
Rolle. Je mehr Spots auf einem Tissue Microarray platziert werden, desto 
geringer ist die Größe des einzelnen Spots (Kallioniemi et al., 2001). Durch 
die Entnahme eines kleinen Stanzzylinders bleiben große Teile des Do-
norblocks für weitere histologische Untersuchungen erhalten. Jedoch sinkt 
mit der Größe des einzelnen Spots die Aussagekraft und die Repräsentativi-
tät hinsichtlich des gesamten Tumors. Des Weiteren kann durch die Anwen-
dung der Tissue Microarray Technik eine verbesserte Vergleichbarkeit der 
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Präparate erreicht werden. So kann es zu Färbeartefakten bei Einzelfärbun-
gen an jedem Objektträger kommen. Da bei Tissue Microarrays pro Antikör-
per nur ein Objektträger verwendet wird, sind die Ergebnisse der einzelnen 
Spots besser miteinander vergleichbar. Darüber hinaus werden bei Tissue 
Microarrays weniger Reagenzien und Materialien verbraucht, so dass die 
Untersuchungen weniger kostenintensiv sind. Da nach der Erstellung des 
Tissue Microblocks für jede Färbung mit einem Antikörper nur ein histologi-
scher Schnitt zu schneiden und anzufärben ist, kann vor allem der Einsatz 
teurer Antikörper minimiert werden (Lang, 2006). Nach Entwicklung der ers-
ten Tissue Microarrays erwartete man eine Revolution in der Entwicklung 
und Durchführung von Biomarkerstudien. Zudem war die Hoffnung groß, zu-
sätzlich zu neuen Biomarkern auch mögliche therapeutische Zielstrukturen 
zu erkennen, neue Therapiestrategien zu finden und zu erproben. Jedoch 
hat sich dies nicht bewahrheitet. Unterschiedliche Gründe sind hierfür ver-
antwortlich. Zum einen ist die Entwicklung neuer Antiköper für immunhisto-
chemische Färbungen schwierig und teuer, zum anderen haben sich große 
Schwierigkeiten bei der Erstellung und Aktualisierung von Patientenverlaufs-
daten ergeben (Kim, Paik, 2006). Einerseits stellte sich die Tissue Microar-
raytechnik als aufwendig heraus, andererseits gewannen genetische Analy-
sen immer mehr an Einfluss. Durch Gensequenzierung, cDNA Mircoarrays 
und Genexpressionsstudien konnten eine große Zahl relevanter Gene und 
Genprodukte identifiziert werden (Herlyn, 2005). Zudem ist für genetische 
Analysen wenig Tumormaterial notwendig, die Analysen sind schnell durch-
führbar, zum Großteil automatisiert und aussagekräftig (Wilson, Nathanson, 
2012). Somit stellen genetische Analyseverfahren eine Konkurrenz zu im-
munhistochemischen Methoden und dem Tissue Microarray dar. Genetische 
Untersuchungsmethoden liefern eine große Datenmenge, die im Anschluss 
interpretiert werden muss. So stellt sich bspw. bei Aberrationen im Gense-
quenzierungsverfahren die Frage, ob es sich bei den gefundenen Verände-
rungen um Mutationen oder ob es sich um SNPs handelt. Des weiteren be-
deutet nicht jede Mutation eine Veränderung auf Proteinebene, so dass häu-
fig weiterführende Untersuchung zur Klärung der Relevanz der gefundenen 
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Ergebnisse von Nöten sind (Zhang et al.,2011). Andererseits können nach 
dem Erstellen eines Tissue Microarrays eine Vielzahl von Fragen zeitnah 
untersucht werden, da der größte Zeitaufwand mit der Erstellung des Tissue 
Microarrays und des Patienten Follow ups verbunden ist. Je nach Fragestel-
lung, Zielsetzung und Praktikabilität haben sowohl genetische Verfahren a-
ber auch Tissue Microarrays ihren Stellenwert.  
 
Bereits 2001 wurde von Mowen at al. ein Zusammenhang zwischen MTAP 
Expression und dem Ansprechen auf Interferontherapie über STAT1 herge-
stellt. Eine Reduktion von MTAP führt zu einem Anhäufen von MTA in den 
Zellen. Dieses wiederum hemmt sehr potent Methyltransferasen. Eine dieser 
Methyltransferasen, nämlich die Arginin N-Methyltransferase 2 methyliert das 
Arginin 31 von STAT1, was zu einer Modifizierung des Proteins führt. Unter-
bleibt diese Modifikation, binden Proteininhibitoren an aktiviertes STAT und 
STAT1, sodass die DNA Bindung von STAT1 nicht stattfindet. STAT1 ist ein 
sehr wichtiges Protein in der Signaltransduktion und in der Modulation der 
Interferon α/β Transkription. Durch die Verringerung der MTAP Expression 
unterbleibt die wichtige Modifikation, in deren Folge STAT1 nicht an die DNA 
binden kann. Dies ist die wahrscheinlichste Ursache für das schlechtere An-
sprechen MTAP negativer Primärtumore auf eine Interferontherapie. Jedoch 
stellte sich heraus, dass MTAP sowohl ein prognostischer wie auch ein prä-
diktiver Marker ist, dies jedoch nicht für das in der Signaltransduktionskaska-
de nachfolgende STAT1 gilt (Meyer et al., 2009). Ebenso konnte STAT3 als 
potentieller Biomarker identifiziert werden. Dabei ist das Gleichgewicht zwi-
schen pSTAT1 und pSTAT3 für die Differenzierung in vivo von entscheiden-
der Bedeutung. Auch kann STAT3 durch Interferon moduliert werden (Wang 
et al., 2008). 
In dem jetzigen Tissue Microarray konnte ein signifikanter Zusammenhang 
zwischen MTAP Expression und Prognose sowohl für das rezidivfreie als 
auch für das Gesamtüberleben hergestellt werden. Diese Übereinstimmung 
konnte nicht für STAT1 gezeigt werden. Außerdem lässt sich eine Korrelation 
zwischen MTAP positiven Tumoren und einem besseren Ansprechen der 
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Interferontherapie hinsichtlich rezidivfreiem Überleben und Gesamtüberleben 
nachweisen. Wiederum gilt dies nicht in diesem Maße für STAT1. Da STAT1 
MTAP in der Signaltransduktionskaskade nachfolgt, können weitere Einfluss-
faktoren auf STAT1 wirken. Dies könnte dafür verantwortlich sein, dass die 
STAT1 Expression und eine Interferontherapie nicht mit einer signifikanten 
Zunahme im rezidivfreiem Überleben korreliert sind. Jedoch lässt sich er-
staunlicherweise ein Zusammenhang zwischen STAT1 Expression, Interfe-
rontherapie und verlängertem Gesamtüberleben herstellen. Diese Tatsache 
erscheint paradox, da die Zeit bis zum Eintreten eines Melanomrezidives 
nicht verlängert ist. Daher handelt es sich am wahrscheinlichsten um einen 
rein rechnerischen Zusammenhang. Es ist jedoch nicht auszuschließen, dass 
es eine biologische Erklärung gibt. 
Weder MTAP noch STAT1 stellen einen tumordickeunabhängigen Prognose-
faktor dar, da beide signifikant mit der Tumordicke assoziiert sind. Daneben 
war die Reduktion der Expression von MTAP mit einem höheren Clark Level, 
die verstärkte STAT1 Expression mit dem weiblichen Geschlecht assoziiert. 
Da mit Zunahme der Tumordicke auch der Clark Level zunimmt, verwundert 
diese Korrelation auch im Zusammenhang mit einer verminderter MTAP Ex-
pression nicht. Auch in anderen Tumoren konnte eine geschlechterspezifi-
sche Modifikationen nachgewiesen werden. Beispielsweise konnten be-
stimmte Polymorphismen des Apolipoproteins E mit einem erhöhten Risiko 
für das Kolonkarzinom bei Männer assoziiert werden, nicht jedoch bei Frauen 
(Watson et al., 2003). Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Be-
siedelung von cagA-positivem Helicobacter pylori bei Männern deutlich häu-
figer gefunden wird als bei Frauen, was den Inzidenzunterschied des Ma-
genkarzinoms erklären könnte (Al-Marhoon, Nunn, Soames, 2006). 
Für Patienten, die einen Primärtumor mit einer Tumordicke zwischen 1,5 und 
4 mm aufwiesen und eine adjuvante Interferontherapie erhalten hatten, zeig-
te sich, dass MTAP positive Tumore mit einem signifikant längeren rezi-
divfreiem Überleben assoziiert waren als MTAP negative Tumore. In der 
Tendenz verbesserte sich auch das Gesamtüberleben, war jedoch nicht sta-
tistisch signifikant. Hingegen zeigten Patienten mit STAT1 positiven Tumoren 
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und Interferontherapie keine Verlängerung im rezidivfreien Überleben, jedoch 
im Gesamtüberleben. Interferon α stellt derzeit die einzige zugelassene Sub-
stanz in der adjuvanten Therapie des malignen Melanoms dar. Eine Verlän-
gerung im rezidivfreien Überleben konnte in prospektiven randomisierten 
Studien nachgewiesen werden (Lens et al., 2002). Interferon α kann derzeit 
bei malignen Melanomen mit einer Tumordicke über 1,0 mm und Ulzeration 
oder einer Tumordicke über 2,01 mm ohne Ulzeration eingesetzt werden und 
sollte bei malignen Melanomen mit einer Tumordicke über 2,1 mm und Ulze-
ration bzw. beim Auftreten von Lymphknotenmetastasen eingesetzt werden, 
wenn keine Kontraindikationen vorliegen. Jedoch sind unerwünschte Arz-
neimittelwirkungen wie grippale Symptome bis hin zu Depressionen und Sui-
ziden nicht ausgeschlossen. Eine Therapie mit Interferon α sollte daher gut 
überdacht werden und die Vorteile gegenüber den Nachteilen überwiegen 
(AWMF Leitlinie zum Malignen Melanom 2013). MTAP könnte einen Beitrag 
zur Therapientscheidung leisten. Daraus lässt sich schließen, dass die MTAP 
Expression ein vielversprechender Biomarker zur Abschätzung der Effektivi-
tät einer Interferontherapie ist. Somit handelt es sich bei MTAP nicht nur um 
einen prädikiven sondern auch einen prognostisch relevanten Tumormarker. 
Einschränkt ist zu sagen, dass bisher nicht prospektiv und randomisiert un-
tersucht wurde, ob MTAP positive Patienten mit einer Interferontherapie ein 
verlängertes Überleben aufweisen. 
In primären malignen Melanomen mit einer Tumordicke über 4 mm zeigte 
sich keine Korrelation zwischen verringerter MTAP Expression, Interferonthe-
rapie und Verlängerung des rezidivfreien, bzw. Gesamtüberlebens. Ebensol-
ches gilt für STAT1. Damit stellt MTAP für primäre maligne Melanome mit 
einer Tumordicke über 4 mm keinen prädiktiven Faktor dar. Tumoren mit ei-
ner Tumordicke über 4 mm sind nur sehr spärlich bisher untersucht worden 
(Lasithiotakis et al., 2008). Darüber hinaus ist bereits bekannt, dass eine li-
neare Korrelation zwischen Tumordicke und melanombedingter Sterblichkeit 
ab einer Tumordicke über 4 mm nicht mehr vorhanden ist (Balch et al., 
2001). Bisher fehlt ein grundsätzliches Verständnis der molekularen und ge-
netischen Veränderungen bei dicken Melanomen. Daher ist zu überlegen, ob 
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eine Interferontherapie bei Patienten mit primären malignen Melanomen und 
einer Tumordicke über 4 mm sinnvoll ist. Hier sollte je nach Vorerkrankungen 
eine individuelle Entscheidung getroffen werden. 
Eine mögliche therapeutische Option für MTAP negative Tumore wurde be-
reits in Mantellzelllymphomen beschrieben. Patienten mit MTAP negativen 
Lymphomen wiesen dabei eine schlechtere Prognose auf als MTAP positive 
Tumore. Es konnte gezeigt werden, dass L-Alanosin, ein Inhibitor der de no-
vo AMP Synthese, in MTAP negativen Tumoren zu einer Zunahme der Zyto-
toxizität und Erhöhung der Apoptoserate führt (Marce et al., 2006). Eine wei-
tere denkbare Therapieoption stellen demethylierende Substanzen dar, da 
neben der Deletion als Ursache für den Verlust der Expression von MTAP 
auch eine Hypermethylierung der Promotorregion auftreten (Wild et al., 
2006). Derzeit stellt Interferon α die einzige in Deutschland zugelassene 
Therapie zur Behandlung maligner Melanome in der adjuvanten Situation 
dar. Ab dem Stadium II wird eine low dose Interferontherapie mit 3x 3 Millio-
nen IE pro Woche über 18 Monate empfohlen, im Stadium III eine high dose 
Interferontherapie (Davar et al., 2013). Neuere Therapieansätze in der adju-
vanten Situation wie Vakzinierungen mit dem MAGE-A3 Protein, einem aus-
schließlich auf Tumorzellen exprimierten Antigen, wurden in klinischen Prü-
fungen getestet, haben jedoch noch keinen Einzug in die klinische Routine 
gefunden (Peled et al., 2009). Studien zum Einsatz von Substanzen, die bis-
her in der Therapie des metastasierten malignen Melanoms eingesetzt wur-
den, wie Ipilimumab und Vemurafenib, sind in Planung. Es laufen bereits 
Studien zur Kombination eines BRAF-Inhibitors und eines MEK-Inhibitors in 
der adjuvanten Situation. Man erhofft sch hierdurch, eine Metastasierung zu 
verhindern, bzw. das Fortschreiten einer Metastasierung frühzeitig aufzuhal-
ten. Für Vemurafenib, einem BRAF-Inhibitor, ist die Bestimmung der BRAF 
Mutation als prognostischer Marker zwingend erforderlich, da ohne Vorliegen 
einer Mutation die spezifische Therapie mit Vemurafenib zu keinem Erfolg 
führt (Chapman et al., 2011). Für die Therapie mit Ipilimumab, einem CTLA-
4-Antikörper, liegt kein vergleichbarer Biomarker vor. Eine Behandlung mit 
Ipilimumab stellt eine sehr nebenwirkungsreiche Therapie dar, deren An-
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sprechrate etwa 20% beträgt (Hodi et al. 2010). Die Etablierung weiterer 
Substanzen zur adjuvanten Therapie des malignen Melanoms ist wün-
schenswert, um ein Fortschreiten der Erkrankung zu verhindern. Darüber 
hinaus ist die Entwicklung weiterer potentieller Biomarker sowohl für prog-
nostische als auch therapeutische Belange eminent wichtig, um Patienten 
nicht wirksame und nebenwirkungsreiche Therapien zu ersparen, bzw. Pati-
enten bessere Therapieempfehlungen geben zu können. 
Es konnten bereits potentielle Biomarker mit Hilfe der Tissue Microarraytech-
nik und histochemischen Verfahren gefunden und zum Teil validiert werden. 
So fand sich eine vermehrte Expression von Hsp90 in malignen Melanomen 
im Vergleich zu melanozytären Nävi sowie bei metastasierten Melanomen im 
Vergleich zu Primärtumoren. Zusätzlich zeigte sich eine Korrelation zwischen 
der Zunahme der Expression, der Tumordicke nach Breslow und dem Clark 
Level. Jedoch konnte kein Zusammenhang zwischen der vermehrten Ex-
pression von Hsp90 und dem Überleben festgestellt werden (McCarthy, Pick 
et al., 2008). Daneben konnte zwischen RGS1, der Zunahme der Tumordi-
cke, dem erhöhten Clark Level und einer vaskulären Beteiligung eine Korre-
lation hergestellt werden. RGS1 war mit einer Reduzierung des progressfrei-
en Überlebens und des Gesamtüberlebens assoziiert (Rangel, Nosrati, 
2008). Einen prädiktiven Marker für das Auftreten von Metastasen im Senti-
nellymphknoten stellt Osteopontin dar. Zusätzlich ist Osteopontin mit der Zu-
nahme der Tumordicke, dem erhöhten Clark Level und dem mitotischen In-
dex korreliert. Eine Zunahme von Osteopontin bedingt darüber hinaus ein 
erniedrigtes progressfreies- und Gesamtüberleben (Rangel, Nosrati et al., 
2008). HER3 hingegen ist mit einer Zunahme der Zellproliferation, der Tu-
morprogression und einer Verringerung des Überlebens korreliert (Raschke, 
Nihic-Probst et al., 2008). Eine Steigerung von MCM4 und MCM6 korrelieren 
mit einem verringertem progressfreien und Gesamtüberleben (Winnepen-
ninckx, Lazar et al., 2006). Auch eine Zunahme von NCOA3 steht in Zusam-
menhang mit einem verringertem progressfreien und Gesamtüberleben. Dar-
über hinaus nimmt mit der vermehrten Expression von NCOA3 die Wahr-
scheinlichkeit für das Vorliegen von Sentinellymphknoten-Metastasen zu 
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(Rangel, Torbian et al., 2006). Hingegen ist die Reduktion der nukleären Ex-
pression von ING3 mit einem schlechteren Gesamtüberleben assoziiert. 
ING3 stellt darüber hinaus einen unabhängigen prognostischen Faktor für die 
Vorhersage für das Überleben der Patienten dar (Wang, Dai et al., 2007). Die 
Reduktion von ING4 ist mit einer Erhöhung der Tumordicke nach Breslow, 
dem vermehrten Auftreten von Ulzeration und folglich mit einem verringertem 
progressfreien und Gesamtüberleben assoziiert, da Tumordicke und Ulzera-
tion unabhängig voneinander und von anderen Faktoren mit einem verringer-
tem progressfreien und Gesamtüberleben korreliert sind (Li, Martinka, Li, 
2008; Gogas, Eggermont et al., 2009). All diesen potentiellen Biomarkern ist 
gemeinsam, dass sie in kleineren Fallstudien gefunden und teilweise die Er-
gebnisse in größeren Studien bestätigt werden konnten. Bisher haben alle 
potentiellen neuen Biomarker keine Relevanz in der klinischen Routine. Je-
doch sollten weitere Studien angestrebt werden, um mögliche Fehlerquellen 
auszuschließen und die genauen Anwendungsmöglichkeiten zu erkennen. 
Neben diesen potentiellen histologischen Biomarkern werden seit langer Zeit 
Serumbiomarker wie LDH, S100B und MIA zur Prognoseabschätzung einge-
setzt (Gogas, Eggermont et al., 2009). So konnte gezeigt werden, dass LDH 
ein Indikator für das Vorliegen einer Lebermetastasierung ist und mit einer 
Verringerung des Gesamtüberlebens korreliert ist. Daher stellt LDH einen 
signifikaten Marker für eine metastasierte Tumorerkrankung dar (Finck, Giu-
liano, Morton, 1983; Campora, Repetto et al., 1988). Zu den bestuntersuch-
ten Serumbiomarkern gehört S100B. Es konnte gezeigt werden, dass der 
Ausgangswert von S100B mit dem Tumorstadium und der Prognose korre-
liert ist. Ein Anstieg der Konzentration zeigte einen Progress der Erkrankung, 
ein Absinken von S100B eine Remission oder ein Ansprechen auf die The-
rapie an (Hauschild, Engel et al., 1999). MIA stellt einen weiteren Serumbio-
marker dar. Es konnte gezeigt werden, dass 13% bzw. 23% der Patienten im 
Stadium I oder II erhöhte MIA Werte aufwiesen, jedoch 100% der Patienten 
im Stadium III und IV (Bosserhoff, Kaufmann et al., 1997). Allen Serummar-
kern ist gemeinsam, dass sie einen mehr oder weniger großen prognosti-
schen Wert haben. Vorteilhaft ist in erster Linie die unkomplizierte Gewin-
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nung, die den Einsatz in der Routinediagnostik und Nachsorge erleichtert. 
Jedoch ist ihre Aussagekraft bezüglich der Entstehung von Metastasen limi-
tiert. Im Stadium IV, das bedeutet beim Vorliegen einer Fernmetastasierung, 
sind die therapeutischen Optionen limitiert. Mögliche neue Serumbiomarker 
stellen TA90IC und YKL-40 dar. Es konnte nachgewiesen werden, dass 
TA90IC einen unabhängigen Prädiktor für das Überleben darstellt (Faries, 
Gupta et al., 2007). Der Ausgangswert zum Zeitpunkt der Diagnosestellung 
von YKL-40, ein Heparin- und Chitinbindendes Lectin, stellt einen unabhän-
gigen prognostischen Faktor für das progressfreie und Gesamtüberleben dar 
(Johansen, Jensen et al., 2006). Diese potentiellen neuen Biomarker müssen 
hinsichtlich ihrer Aussagekraft in weiteren Studien validiert werden.  
Fortschritte in der Proteomik und Bioinformatik konnten zum Teil sehr ge-
naue Vorhersagen eines Progresses machen (Mian, Ugurel et al., 2005). Je-
doch handelte es sich hierbei um ein Pilotprojekt, weitere Untersuchungen 
zur Durchführbarkeit und Kraft der Vorhersagen sind notwendig. Bisher wur-
den wenige Untersuchungen zur Vorhersagekraft von Biomarkern hinsichtlich 
Ansprechen auf eine Therapie durchgeführt. Neben der Korrelation des Vor-
handenseins einer Ulzeration und dem Ansprechen auf eine Therapie mit 
pegyliertem Interferon (Eggermont, Suciu et al., 2008), konnte ein Zusam-
menhang zwischen dem LDH Wert und dem Ansprechen auf eine Oblimer-
sentherapie (Bedikian, Millward et al., 2006) und das Vorhandensein von Au-
toantikörpern und dem Ansprechen auf eine Hochdosis Interferontherapie 
festgestellt werden (Gogas, Ioannovich et al., 2006). Somit stellt MTAP einen 
der wenigen prädiktiven Faktoren für das Ansprechen einer Interferonthera-
pie dar.  
Zusammenfassend ist zu sagen, dass Biomarker eine sehr heterogene 
Gruppe von Molekülen darstellen. Aufgrund der Vielzahl der Patienten, der 
hohen Nebenwirkungsraten der adjuvanten und metastasierten Therapie-
konzepte und möglicher Prognoseabschätzung besteht ein großer Bedarf für 
mögliche Biomarker. Jedoch konnten sich wenige Biomarker in der Routine-
diagnostik etablieren, weil sie bisher nicht genügend validiert sind oder die 
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Durchführung zu aufwendig ist. Daher sind weitere Studien notwendig, um 
mögliche prognostische und prädiktive Biomarker zu finden. 
 
Kritisch an der von uns durchgeführten Studie ist vor allen Dingen die gerin-
ge Fallzahl in den einzelnen Untergruppen zu sehen. Trotz der großen Ge-
samtzahl der Spots des Tissue Microarrays ergab sich bei der Auswertung 
der univariablen Analyse des rezidivfreien Überlebens beispielsweise ledig-
lich 11 Patienten, die MTAP negativ waren. Weitere Studien mit größerer 
Fallzahl sind nötig, um die Zusammenhänge noch deutlicher herauszuarbei-
ten. Im Hinblick auf die gesamte Studie müsste mehr histologisches Material 
zur Auswertung gebracht werden. Dafür sollte das histologische Material so-
fort nach Einschluss des Patienten in die Studie gesammelt werden. Es 
könnte durch diese Maßnahme auch viel früher ein Aussortieren von unge-
nügendem oder ungeeignetem Material stattfinden, ohne die Fallzahl zu sen-
ken. Auch sollten Patienten mit Melanommetastasen in größerer Anzahl in 
der Studie vertreten sein, um zelluläre Veränderungen besser heraus arbei-
ten zu können. Zur Vereinfachung des Patienten Follow ups müssen bei-
spielsweise in jedem Arztbrief die genaue Klassifikation, Lokalisation und das 
Erstdiagnosedatum enthalten sein. Die Auswertung wird somit erleichtert, da 
das aufwendige Aktenstudium entfällt. Des weiteren ist eine engere Koopera-
tion mit den Tumorzentren bzw. der Tumorzentren untereinander von Nöten. 
Bisher fehlt eine Kommunikation der Tumorzentren. Im Falle, dass eine Pati-
ent selbst innerhalb Bayerns in eine andere Region zieht, erfolgt keine Da-
tenübermittlung an das neue zuständige Tumorzentrum. Somit kann keine 
lückenlose Dokumentation von Patientenverläufen erfolgen. Zudem sollte die 
Zusammenarbeit niedergelassener Ärzte und Kliniken mit den Tumorzentren 
verbessert werden. Zertifizierte Tumorzentren sind zur Meldung von Tumor-
patienten verpflichtet. Jedoch erfolgt nur in Ausnahmefällen eine Tumormel-
dung bzw. eine Verlaufsmeldung oder eine Todesmeldung durch niederge-
lassene Ärzte oder Kliniken an die Tumorzentren. Ein Großteil der palliativen 
Patienten, aber auch der Langzeitüberlebenden in den Stadien I, II und III 
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werden heimnah versorgt. Der Status des Patienten, das heißt ob ein Patient 
noch lebt oder bereits verstorben ist, ist nicht immer zu erheben. 
Neben MTAP und STAT1 können aufbauend auf dieser Arbeit noch weitere 
potentielle Biomarker untersucht werden. Daraus ergibt sich die Chance, wei-
tere mögliche prognostisch und prädiktiv relevante Faktoren zu finden. Auch 
aus der Kombination mehrerer Marker könnten sich neue Erkenntnisse für 
Prognose und Therapie ergeben. Ziel einer derartigen Studie ist eine indivi-
dualisierte Therapie anhand des Tumorexpressionsmusters zu erstellen.  
 
Mit MTAP konnte ein prognostischer Marker für das maligne Melanom, e-
benso wie ein prädiktiver Marker hinsichtlich der Durchführung einer Interfe-
rontherapie gefunden werden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine 
Kombination aus vier Tumormarkern (Ki67, p16INK4a, p21CIP1 und BCL-6) mit 
einem verringertem Gesamtüberleben bei nodulären malignen Melanomen 
korreliert ist. Jedoch wurden in dieser Studie lediglich 72 Patienten mit nodu-
lären malignen Melanomen untersucht. Auch die Anzahl der Antikörper war 
mit 39 im Vergleich zu aller im Rahmen der mehrdimensionalen Melanombi-
omarker Initiative Regensburg – Hamburg – Zürich untersuchten Antikörper 
geringer (Alonso et al., 2004). In anderen Studien wurde zur Prognoseab-
schätzung neben immunhistochemischen Markern auch chromosomale Ver-
änderungen, histologische Kriterien, klinische Kriterien und Blutuntersuchun-
gen herangezogen. Jedoch wurden alle Parameter einzeln hinsichtlich des 
diagnostischen Nutzens und der prognostischen Aussagekraft hin untersucht 
(Carlson et al., 2005). Es fand keine Kombinationsanalyse der einzelnen 
Faktoren statt. Eine Vielzahl von Einzelanalysen und erhobener Daten zur 
Prognoseabschätzung verringert die klinische Einsatzfähigkeit. In einer Me-
taanalyse zur prognostischen Aussagekraft wurden in 37 Studien 62 poten-
tielle Biomarker gefunden. Hierunter waren Zelladhäsionsmoleküle, Matrix-
metalloproteinasen, Ki67, Proliferationsantigene und p16INK4a (Gould Roth-
berg et al., 2009). Jedoch erfolgte auch in dieser Studie keine Kombination 
mehrerer Faktoren. Darüber hinaus konnte bei Patienten mit malignen Mela-
nomen im Stadium II gezeigt werden, dass eine Einordnung in Risikogruppen 
                                                                                                                            72 
möglich ist. Hierfür wurden fünf Tumormarker (ATF2, p21WAF1, p16INK4a , β-
Catenin und Fibronectin) untersucht. Waren weniger als drei Marker vorhan-
den, zeigte sich ein signifikant verringertes Überleben. Darüber hinaus wur-
den die gefundenen Ergebnisse prospektiv an einem weiteren Tissue Micro-
array mit 246 primären malignen Melanomen validiert (Gould Rothberg et al., 
2009). Somit konnte eine Prognoseabschätzung nicht nur retrospektiv ge-
zeigt, sondern auch prospektiv bestätigt werden. Kritisch anzumerken ist die 
klinische Anwendbarkeit der gefundenen Ergebnisse. Die Bestimmung von 
fünf oder mehr Proteinen zur Risikoabschätzung scheint bei der Vielzahl der 
Patienten und der geringen therapeutischen Interventionsmöglichkeiten we-
nig praktikabel. 
Trotz der Abnahme der Tumordicke ist eine weiterreichende Forschung im 
Bereich sehr dicker Tumoren in Zukunft nötig um eine gezieltere Therapie zu 
ermöglichen. Mit MTAP konnte ein prognostischer Marker für das Überleben, 
ebenso wie ein prädiktiver Marker hinsichtlich der Durchführung einer Interfe-
rontherapie gefunden werden. Es muss sich in weiterführenden Studien zei-
gen, ob dies von tatsächlicher klinischer Relevanz ist. Auch andere Faktoren 
spielen für den Einzug in die Routinediagnostik eine entscheidende Rolle.  
 
In den letzten Jahren konnte erstmalig nach langer Zeit ein Fortschritt in der 
Therapie des metastasierten malignen Melanoms gemacht werden. Erstma-
lig konnte mit dem CTLA-4 Antikörper Ipilimumab in prospektiven kontrollier-
ten Phase III Studien ein Überlebensvorteil von Patienten mit metastasiertem 
malignem Melanom nachgewiesen werden. Zur Aktivierung von T-Zellen 
muss neben der Aktivierung des T-Zell-Rezeptors noch eine kostimulatori-
sche Signaltransduktion über CD28 oder B7 erfolgen. Nach einer Aktivierung 
exprimiert die T-Zelle CTLA-4, das eine T-Zell-Aktivierung verhindert. Durch 
Blockade mit einem CTLA-4 Antikörper kommt es zu einer Verstärkung der 
T-Zell-Antwort (Hodi et al., 2010). Der CTLA-4 Antikörper Ipilimumab ist in 
Deutschland zur Behandlung des malignen Melanoms für die first- und se-
cond-line Therapie zugelassen. Es werden 4 Zyklen Ipilimumab alle 3 Wo-
chen in einer Dosierung von 3mg/kg Körpergewicht intravenös verabreicht. 
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Typische Nebenwirkungen einer Therapie mit Ipilimumab sind immunvermit-
telte Nebenwirkungen. Hierzu zählen die Autoimmunkolitis, die Autoimmun-
hepatitis, Immunreaktion an der Haut und die Hypophysitis. Die Ansprechrate 
auf die Therapie mit Ipilimumab beträgt etwa 20%, die Nebenwirkungsrate 
liegt bei etwa 50% (Archarya et al., 2013). Somit handelt es sich bei Ipilimu-
mab um eine wirksame, jedoch nebenwirkungsreiche Therapie. Es ist kein 
Biomarker zur Abschätzung des Ansprechens auf eine Therapie verfügbar, 
ebenso wenig zum möglichen Auftreten von zum Teil schweren lebensbe-
drohlichen Nebenwirkungen. Derzeit werden PD-1 und PD-1L- Antikörper in 
klinischen Studien zur Therapie des metastasierten malignen Melanoms un-
tersucht. Es zeigte sich in ersten Auswertungen ein verbessertes Anspre-
chen und weniger Nebenwirkungen im Vergleich zu Ipilimumab. Weitere 
Auswertungen sind abzuwarten. Auch Kombinationstherapie zwischen PD-1, 
bzw. PDL-1- Antikörpern und Ipilimumab sind angedacht. Mit der Bestim-
mung von PDL-1 steht darüber hinaus ein potentieller Biomarker für das An-
sprechen der Therapie zur Verfügung. Jedoch muss dieser noch validiert 
werden (Mereki et al., 2014). 
Mit dem BRAF Inhibitor Vemurafenib steht erstmalig ein Therapeutikum zur 
Behandlung des metastasierten malignen Melanoms zur Verfügung, dessen 
Einsatz auf das Vorhandensein einer genetischen Mutation basiert. In der zur 
Zulassung führenden Studie konnte ein deutlich verbessertes Gesamtüber-
leben und eine Verbesserung des progressionsfreien Überlebens im Ver-
gleich zu Dacarbazin gezeigt werden (Chapman et al., 2011). Neben Arthral-
gien und Photosensitivität sind auch die Entstehung von Keratoakanthomen 
und Plattenepithelkarzinomen beschrieben (Ribas et al., 2011). Vemurafenib 
wird in einer Dosis von 960mg zweimal täglich oral verabreicht. Neben Ve-
murafenib wurde ein weiterer BRAF Inhibitor (Dabrafenib) zugelassen. Bei 
Vemurafenib handelt es sich somit erstmalig um ein Medikament zur Be-
handlung des metastasierten malignen Melanoms, dessen Einsatz vom Vor-
handensein eines Biomarkers abhängig ist. Somit ist der erste Schritt hin zur 
individualisierten Therapie getan.  
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Auch eine Kombinationtherapie zwischen Ipilimumab und Vemurafenib ist 
angedacht, da eventl. synergistische Effekte durch Reduktion der Tumorlast 
und gleichzeitige Freisetzung antigenen Materials theoretisch denkbar sind. 
Weitere Ergebnisse auch zu Nebenwirkungen und Sicherheit beider Sub-
stanzen sind abzuwarten. 
Erste Studien zur Kombination eines BRAF Inhibitors mit einem MEK1/2 Ki-
nase Inhibitor wurden bereits veröffentlicht. Einerseits konnten synergistische 
Effekte bei der Inhibition des RAS/RAF/MEK/ERK Signaltransduktionsweges 
festgestellt werden, andererseits sollten Resistenzbildungen, wie sie bei der 
Monotherapie berichtet werden, vermindert werden. Darüber hinaus erhofft 
man sich eine niedrigere Inzidenz von Plattenepithelkarzinomen und Kerato-
akanthomen im Vergleich zur Monotherapie. In ersten veröffentlichten Er-
gebnissen konnten Remissionsraten von bis zu 77% und eine Tumorkontrol-
le in 99% der Fälle erreicht werden. Auch die erwartete geringere Inzidenz 
von hyperproliferativen Hautveränderungen konnte gezeigt werden (Infante 
et al., 2011).  
Durch molekulare Untersuchung konnten neben BRAF auch RAS, c-KIT und 
TP53 Mutationen bei Melanomen nachgewiesen werden. Therapeutische 
Ansätze an diesen potentiellen Targets sind denkbar, auch wenn aufgrund 
der Verteilung wahrscheinlich ein wesentlich geringerer Anteil an Patienten 
profitieren würde (Cheng et al., 2011). 
Die Entwicklung neuer zielgerichteter Therapien zur Behandlung des malig-
nen Melanoms hat durch die Untersuchung genetischer Veränderungen ei-
nen großen Schritt in Richtung einer individualisierten Therapie getan. Neben 
bereits eingesetzten und potentiellen genetischen Targets sollten mögliche 
epigenetische Ansätze nicht vernachlässigt werden. Weiterhin sind sehr we-
nige prospektive und prognostische Biomarker sowohl in der adjuvanten wie 
auch in der metastasierten Therapie bekannt, um ein mögliches Ansprechen 
einer Therapie und das Auftreten von Nebenwirkungen abzuschätzen. Die 
Tissue Microarray Technik kann bei der Suche nach potentiellen Biomarkern 
hilfreich sein. 
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6. Zusammenfassung 
 
Die Inzidenz maligner Melanome hat in den letzten Jahren stark zugenom-
men. Neben der chirurgischen Exzision sind derzeit einzelne erfolgverspre-
chende Behandlungskonzepte des metastasierten malignen Melanoms be-
kannt. In der adjuvanten Behandlung ist zur Zeit lediglich Interferon α zuge-
lassen. Jedoch ist das Ansprechen dieser Therapie sehr begrenzt (Herz, 
2005). Neue prognostische und prädiktive Marker, um das Metastasierungs-
risiko und das Ansprechen auf eine Interferon α Therapie vorherzusagen, 
wären wünschenswert. 
Die Melanom Biomarker Initiative Regensburg – Hamburg – Zürich hat sich 
zum Ziel gesetzt, einen oder eine Kombination aus Biomarkern mithilfe der 
Tissue Microarray Technik zu finden, um die Progression der Erkrankung 
und das Ansprechen auf eine Therapie abschätzen zu können. Somit soll 
eine individualisierte Risikoabschätzung und Therapie maligner Melanome 
ermöglicht werden. 
Hierfür wurden aus einem Patientenkollektiv von 968 Patienten diejenigen 
herausgefiltert, bei denen sowohl histologisches Material des Primärtumors 
als auch Verlaufsdaten des Patienten vorhanden waren. Letztlich konnte aus 
dem Material von 368 Patienten ein Tissue Microarray erstellt werden. Zu-
sätzlich wurde ein zweiter Tissue Microarray mit 62 Nävuszellnävi und 39 
Melanommetastasen zur Kontrolle angefertigt. 
Der Tissue Microarray wurde mit Antikörpern gegen Transkriptionsfaktoren, 
Apoptoseinhibitoren, Proto-Onkogene, Zell-Zykluskontrollproteine, proangio-
genetische Proteine und DNA-Reparaturproteine gefärbt. Im Rahmen dieser 
Doktorarbeit erfolgte die Datenacquise, Erstellung und pilotprojektartige 
Auswertung des Tissue Microarrays bzgl. MTAP und STAT1. Viele weitere 
Analysen sind aufbauend auf dieser Arbeit in Gang gekommen. 
In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die MTAP Expression sowohl 
von prognostischer als auch von prädiktiver Relevanz ist. So war eine Ex-
pression von MTAP mit einem signifikant verlängerten Gesamtüberleben und 
rezidivfreien Überleben korreliert. Zusätzlich wurde deutlich, dass Patienten 
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mit MTAP positiven Primärtumoren unter einer Interferontherapie eine besse-
re Prognose haben als Patienten mit MTAP negativen Tumoren, da das rezi-
divfreie Überleben verlängert wird (Meyer et al., 2009).  
Weitere Erkenntnisse aus der mehrdimensionalen Melanom Biomarker Initia-
tive Regensburg – Hamburg - Zürich konnten zusätzliche Möglichkeiten der 
Risikostratifizierung und Therapieoptimierung von Melanompatienten aufzei-
gen. Die Ergebnisse könnten einen Beitrag leisten zu einer individualisierten 
Therapie anhand des molekularen Risikoprofils. 
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7.1. Abkürzungsverzeichnis 
 
 
bzw beziehungsweise 
SSM superfiziell spreitendes Melanom 
NMM primär noduläres Melanom 
LMM Lentigo maligna Melanom 
ALM akrolentigiöses Melanom 
DPW dermatoskopischer Punktwert 
CT Computertomographie 
MRT Kernspinntomographie 
PET Positronen Emissions Tomographie 
MIA Melanoma Inhibitory Activity 
TRANS Regel trunk, arm, neck, scalp Regel 
BCG Bacille Calmette Guerin 
GM-CSF Granulozyten - Makrophagen - Ko-
lonie stimulierender Faktor 
IE internationale Einheit 
DTIC Decarbazin 
TNM Tumor, Node, Metastasis 
AJCC American Joint Committee on Can-
cer 
d.h. das heißt 
EMT Epithelial mesenchymal transition 
RAS Rat sarcoma 
TP53/p53 Tumor protein 53 
PTEN phosphatase and tensin homolog 
SNPs single nucleotide polymorphisms 
FLT 1 FMS- like tyrosine kinase 
NRP 2 Neuropilin 2 
CDKN  Cyclin dependent kinase inhibitor 
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CDK Cyclin dependent kinase 
CTLA Cytotoxic T- Lymphocyte antigen 
TMA Tissue Microarray 
ml Milliliter 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
HE Hämatoxylin-Eosin 
PBS Phosphate buffered saline 
Ect. etcetera 
ABC- Methode Avidin- Biotin- Complex Methode 
LAB- Methode Labelled Avidin Methode 
LSAB- Methode Labelled Streptavidin Methode 
P16 Protein 16 
MTAP Methylthioadenosinphosphorylase 
P15 Protein 15 
INFA Interferon α 
INFB Interferon β 
STAT1 Signal transducer and activator of 
transcription 1 
AMP Adenosinmonophosphat 
AEC 3- Amino-9-Ethylcarbazol 
MAPK Mitogen-activated protein kinase 
RAS GTPase Rat sarcoma 
Guanidintriphosphatase 
RAF Rapidly accelerated fibrosarcoma 
PI3K Phosphatidylinositol-3-kinase 
PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-diphosphat 
PIP3 Phosphatidylinositl-3,4,5-triphosphat 
MITF Microphthalmia-associated tran-
scription factor 
c-KIT Tyrosinkinaseinhibitor 
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